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RESUMO

Andlise de risco para a evolucao da resisténcia de Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae) a proteina Crylac expressa pelo evento de soja
MON87701 x MON89788 no Brasil

A evolucdo da resisténcia de insetos a culturas que expressam proteinas
derivadas de Bacillus thuringiensis (Bt) € o maior desafio para a manutencéo dessa
biotecnologia em programas de manejo integrado de pragas. Diante do risco de
evolucdo de resisténcia de Helicoverpa armigera (Hubner) a soja MON87701 x
MONZB89788 foi realizada uma analise de risco levando em consideracdo o conjunto de
fatores que influenciam no processo de sele¢céo. Portanto, os objetivos do presente
estudo foram a de caracterizar a suscetibidade a proteina CrylAc em populacdes de
H. armigera e H. zea, caracterizar a eficacia da soja MON87701 x MON89788, bem
como a adequacédo do produto ao conceito de alta dose para H. armigera e H. zea,
avaliar a frequéncia dos alelos que conferem resisténcia a proteina CrylAc em
populacdes de H. armigera, identificar a preferéncia hospedeira de H. armigera e H.
zea em diferentes culturas e paisagens agricolas e avaliar os parametros bioldgicos e
demogréficos de H. armigera e H. zea em diferentes hospedeiros. A espécie H. zea foi
aproximadamente 60 vezes mais tolerante a proteina CrylAc que H. armigera. Além
disso, baixa variabilidade na suscetibilidade a CrylAc foi verificada em populacdes de
H. armigera coletadas em diferentes regides do Brasil, 0 que pode ser explicada pela
recente introducdo dessa espécie no continente americano. A soja MON87701 x
MONB89788 resultou em mortalidade completa de H. armigera durante todo o ciclo da
cultura, enquanto que para H. zea nédo foi verificado 100% de mortalidade sob
condicdes de laboratério em bioensaios de cinco dias de duracdo, apesar dos altos
niveis de mortalidade encontrados. Uma baixa frequéncia (frequéncia estimada =
0,0011) de alelos que conferem resisténcia a soja MON87701 x MONB89788 em
populacbes de campo de H. armigera foi estimada pelo método de F, screen. A
avaliacdo da tabela de vida em laboratério demonstrou que H. armigera tem altos
niveis de desenvolvimento e a reproducdo nas principais culturas das regiées dos
Cerrados, sendo a cultura do algoddo a que resulta nos maiores valores de
crescimento populacional e menor tempo entre geragdes. Por outro lado, H. zea se
mostrou menos polifaga, se estabelecendo até a fase adulta e gerando descendentes
apenas em milho e milheto. A ocorréncia das duas espécies no campo corrobora com
as informacdes encontradas na tabela de vida, na qual H. amigera foi encontrada em
grande parte as culturas da soja e algodao, e em menor frequéncia a cultura do milho,
enquanto que H. zea apresentou comportamento funcionalmente mondéfago no
campo, associada apenas a cultura do milho. Os parametros toxicoldgicos da soja
MON87701 x MON89788 associada a alta suscetibilidade de H. armigera a proteina
CrylAc e a baixa frequéncia inicial de alelos que conferem resisténcia se adéquam
aos preceitos da estratégia de alta dose/reflgio. A manutencao das areas de reflagio
com plantas ndo-Bt, de acordo com as recomendacdes, é essencial para retardar o
processo de selecdo de resisténcia de populagdes de H. armigera a soja MON87701 x
MONB89788 no Brasil.

Palavras-chave: CrylAc; Manejo da resisténcia de insetos; Soja Bt; Helicoverpa spp.;
Paisagem agricola
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ABSTRACT

Resistance risk assessment of Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) to
Crylac protein expressed on MON87701 x MON89788 soybean in Brazil

Insect resistance to crops expressing proteins derived from Bacillus
thuringiensis proteins (Bt) impose the biggest challenge to maintaining the value of this
biotechnology in integrated pest management programs. To support a resistance to
Helicoverpa armigera (Hubner) to soybean MON87701 x MON89788 was carried out a
risk analysis taking into account all factors that influence the selection process.
Therefore, the objectives of this study were to characterize the suscetibidade the
CrylAc protein in H. armigera populations and H. zea, characterize the effectiveness
of soybean MON 87701 x MON 89788, as well as the suitability of the product to the
concept of high dose H. armigera and H. zea, evaluate the frequency of alleles that
confer resistance to CrylAc protein in H. armigera populations from different regions of
agricultural production, understand the host preference of H. armigera and H. zea in
different crops in and agricultural landscapes and evaluate the biological and
demographic parameters of H. armigera and H. zea on different hosts. The species H.
zea was approximately 60 times more tolerant to CrylAc protein than H. armigera.Low
variability on susceptibility to CrylAc was found among field H. armigera populations,
what can be explained by the recent introduction of this species into America. MON
87701 x MON 89788 soybean resulted in complete mortality of H. armigera throughout
the crop cycle, while incomplete mortality was found for H. zea using leaf disc
bioassays, although high levels of mortality were found. A low resistance allele
frequency (estimated frequency = 0.0011) to MON 87701 x MON 89788 soybean was
estimated by using the F, screen methodology. The assessment of the Life Table
parameters in laboratory demonstrated the main row crops such as cotton, soybean
and maize are suitable for the development and reproduction of H. armigera, wherein
cotton resulted in higher values of population growth parameter and shorter times
between generations. Conversely, H. zea was less polyphagous in which only corn
and millet were suitable hosts. Field occurrence of both species was consistent with
laboratory studies. H. amigera was mostly found in soybean and cotton, and rarely on
corn, while H. zea was found mainly on maize. Overall, toxicological aspects of
MON87701 x MON89788 soybean associated with high susceptibility of H. armigera to
CrylAc protein and low initial resistance allele frequency fit properly to the high-
dose/refuge strategy to delay resistance evolution. Therefore, maintenance of
compliance with the refuge recommendation is essential to delay the evolution of
resistance in H. armigera to MON87701 x MON89788 soybean in Brazil.

Keywords: CrylAc; Insect resistance management; Bt soybean; Helicoverpa spp.;
Agricultural landscape
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1 INTRODUCAO

A presenca de Helicoverpa armigera (Huibner) no Brasil foi documentada
oficialmente em 2013 e esta praga tem se estabelecido em praticamente todas as
regides do Brasil e de outros paises do continente americano (CZEPAK et al., 2013;
SPECH et al., 2013; TAY et al., 2013; LEITE et al.,, 2014; MASTRANGELO et al.,
2014; MURUA et al., 2014; SENAVE, 2014; SOSA-GOMEZ et al., 2016). Apesar do
recente registro desta praga no Brasil, h&a indicios de que houve multiplas introducdes
anteriores a 2013, evidenciado pela alta diversidade genética em populacdes de H.
armigera de diferentes regifes do Brasil (LEITE et al., 2014; SOSA-GOMEZ et al.,
2016). Estes relatos coincidem com surtos populacionais de Heliothinae, inicialmente
identificados como Helicoverpa zea (Boddie, 1850) e Chloridea virescens (Fabricius),
em diversas regides do Brasil nas safras de 2011/12 e 2012/13 (DEGRANDE;
OMOTO, 2013). Adicionalmente, surtos populacionais de H. armigera na regiao
Centro-Oeste do Brasil durante a safra de 2012/13 sugerem gue a espécie pode estar
presente no pais ha muito tempo, suficiente para se estabelecer em altas densidades
populacionais para ocasionar sérios prejuizos econdmicos em diferentes cultivos no
Brasil (DEGRANDE; OMOTO, 2013; TAY et al., 2015).

Alguns aspectos podem ser apontados para o0 sucesso desta espécie em
colonizar estas novas paisagens no Brasil. As condi¢bes encontradas por H. armigera
em alguns destes novos ambientes potencializam as principais caracteristicas que
contribuem para que esta praga atinja o estado de importancia que tem como praga
em diferentes partes do mundo: alto grau de polifagia, mobilidade e fertilidade (FITT,
1989). No Brasil, altas densidades populacionais de H. armigera tém sido reportadas
principalmente nas regides do Cerrado, caracterizada por um complexo sistema de
cultivo (LEITE et al., 2014). Apesar do alto grau de polifagia, a densidade populacional
de H. armigera em sistemas agricolas esta intimamente associada as condi¢fes
climéaticas e a disponibilidade das principais culturas durante a safra (FITT, 1989,
MAELZER; ZALUCKI 1999). Como esperado de uma espécie polifaga, H. armigera
tem se estabelecido em uma diversidade de hospedeiros, nas quais espécies
dicotiledéneas, principalmente soja e algodao, tém se mostrado preferenciais na
maioria das regifes em relacdo a gramineas como milho, sorgo e milheto (LEITE et
al., 2014). Outra espécie polifaga conhecida por causar danos em diversas culturas,

H. zea é uma espécie nativa das Américas (BERGVINSON 2005). A espécie tem
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grande importancia econdmica, principalmente por causar danos em plantas da
familia Poaceae (Gramineae), sendo também encontrada em diversas plantas de
outras familias (BLANCO et al., 2007). No Brasil H. zea € encontrada quase que
exclusivamente na cultura do milho (LEITE et al., 2015). No entanto, nos Estados
Unidos a espécie é uma praga importante para as culturas da soja e do algodao
(GORE et al., 2000). A ocupagdo do mesmo ambiente por espécies com grande
similaridade genética traz implicagbes para o manejo, j& que H. armigera e H. zea
apresentam compatibilidade reprodutiva e capazes de gerar descendentes férteis
(LASTER; HARDEE, 1995; LASTER; SHENG, 1995; LEITE et al., 2014).

As condi¢Bes climéaticas no Brasil permitem o cultivo de duas ou mais
culturas durante o ano, sendo a soja 0 cultivo mais viavel na maioria das regides,
plantadas no inicio da safra e sucedidas por uma cultura na segunda safra (safrinha),
como trigo, milho, culturas forrageiras, além da sucessédo altamente rentdvel com
algodao na regido dos Cerrados (MARTINELLI; OMOTO, 2005). Apesar de altamente
rentaveis, sistemas intensivos de producdo tém enfrentado desafios no manejo de
pragas, de forma que espécies polifagas, como Spodoptera spp., Chrysodeixis
includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) e outros Heliothinae, tém se estabelecido
em grandes populacdes e acarretado em prejuizos econémicos (HOFFMANN-CAMPO
et al., 2000).

Culturas geneticamente modificadas de milho, soja e algoddo foram
semeadas em mais de noventa porcento das areas na safra de 2015/16 no Brasil,
tendo destaque para o crescimento de eventos que expressem proteinas de Baccillus
thuringiensis (Bt) (CELERES, 2016). Fatores como resisténcia de pragas a inseticidas,
baixa disponibilidade de novas moléculas e riscos de intoxicacdo ambiental e humana
sdo contrastados com a alta eficacia e a facilidade associada ao uso de culturas
transgénicas expressando proteinas Bt (TABASHINIK et al., 2010). Entretanto, o uso
intensivo destas tecnologias traz consigo os riscos de evolucdo da resisténcia e perda
parcial ou total dos beneficios em médio prazo (JIN et al., 2015). No Brasil, programas
de manejo de pragas, baseados quase que exclusivamente no uso de tecnologias Bt,
com manejo inadequado, tém se mostrado insustentaveis, sendo que as condicbes
mencionadas acima, associadas com os baixos indices de plantio de refugio levaram
a selecdo de resisténcia de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:

Noctuidae) ao milho TC1507 (expressando a proteina CrylF) trés anos apds inicio da
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comercializacdo (FARIAS et al.,, 2014), bem como para o miho MON 810
(expressando a proteina CrylAb) (OMOTO et al., 2015).

Sendo a cultura mais plantada no pais, a soja foi cultivada em 31,4
milhdes de hectares durante a safra de 2014/15 e tem potencial de influenciar a
densidade de H. armigera na maioria das regides (CELERES, 2015). A soja
MON87701 x MON89788 geneticamente modificada resistente a insetos e tolerante
ao herbicida glifosato (denomindada INTACTA RR2 PRO) foi aprovada para cultivo no
Brasil em 2010 e comercializada a partir da safra 2013/14 (CTNBio, 2010). A soja
MON 87701 x MON 89788 expressa a proteina inseticida CrylAc derivado de Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt) e a proteina 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase
(EPSPS) de Agrobacterium sp., que confere tolerédncia ao herbicida glifosato, tendo
como alvos Anticarsia gemmatalis (Hubner), C. includens, C. virescens, Crocidosema
aporema (Walsingham, 1914), Elasmopalpus lignosellus (Zeller, 1848) e espécies do
género Helicoverpa. Avaliagdes de risco de evolucdo da resisténcia de pragas foram
conduzidas para as principais espécies-alvo, para subsidiar programas de Manejo da
Resisténcia de Insetos (MRI), nas quais tendo a soja MON87701 x MON89788
resultando em mortalidade completa para as principais pragas e indicativos de
adequacao ao conceito de alta dose (BERNARDI et al., 2012, 2013). A alta eficacia
dessa tecnologia € resultado da alta expressdo da proteina CrylAc, variando de
~50ug/g nos primeiros estagios vegetativos e até mais de 200 pug de proteina por
grama de tecido fresco durante o desenvolvimento da cultura (MACRAE et al., 2005).

Culturas geneticamente modificadas expressando a proteina CrylAc tem
sido utilizadas com sucesso na Australia, desde 1996, quando foi introduzido o
algoddo geneticamente modificado Ingard® (denominado posteriomente de Bollgard®
no Brasil) para o0 manejo de Helicoverpa spp. (BENEDICT; RING, 2004; FITT, 2000).
Apesar de expressar a mesma proteina presente na soja MON 87701 x MON 89788,
o algoddo Ingard® expressa CrylAc em niveis inferiores (~8,6 pg de proteina por
grama de tecido fresco) durante os primeiros estagios, decrescendo mais de 10 vezes
durante o desenvolvimento da cultura (GREENPLATE et al., 1999). Apesar da menor
expressdo da proteina, os requerimentos sobre o plantio adequado das areas de
refligio e a substituicdo do Ingard® pela tecnologia com eventos piramidados (Bollgard
11®) tém garantido a manutencgao da suscetibilidade de CrylAc desde 1996 (DOWNES;
MAHON, 2012a, 2012b).
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Neste contexto, ao longo desse trabalho foram geradas informacdes para
subsidiar uma analise de risco de evolucéo da resisténcia de H. armigera a soja MON
87701 x MON 89788 no Brasil. Devido a inportancia de H. zea como praga para a
cultura da soja nos Estados Unidos, bem como a compatibilidade reprodutiva de H.
armigera e H. zea e o desconhecimento de efetiva presenca de hibridos no ambiente,
foram levados também em consideracdo nesta analise de risco aspectos relacionados
a H. zea. Visando avaliar a dindmica populacional de H. armigera na paisagem
agricola e tracar estratégias mais efetivas para retardar a evolucdo da resisténcia,
foram identificados o uso de diferentes hospedeiros por ambas as espécies e a
ocorréncia em diferentes regiées agricolas. Adicionalmente, cenarios de alta adocéo
de culturas Bt e baixa diversidade de proteinas Bt podem elevar o risco de resisténcia
de algumas pragas polifagas que tém os grandes cultivos como hospedeiros
preferenciais. Portanto, entender a contribuicdo de cada hospedeiro para a formagéo
da populacdo, bem como aspectos de preferéncia por determinada cultura, permite a
estruturacdo de um plano de manejo da resisténcia em nivel de paisagem, levando
em consideracdo o ambiente e ndo apenas uma determinada cultura. Os parametros
toxicoldgicos da proteina CrylAc e da soja MON87701 x MON89788 para H.
armigera, bem como a estimativa da frequéncia inicial de alelos que conferem
resisténcia ao evento estabelecem uma sélida base para a constru¢do de estratégias

de MRI. Diante deste cenario, 0s principais objetivos deste trabalho foram:

e Avaliar a atividade biol6gica da proteina CrylAc para H. armigera e H. zea por

meio de bioensaios com dieta artificial.

e Avaliar a variabilidade geografica da suscetibilidade de H. armigera a proteina
CrylAc.

e Caracterizar a eficacia da soja MON87701 x MON89788, bem como a
adequacao do produto ao conceito de alta dose para H. armigera e H. zea.
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e Avaliar a frequéncia dos alelos que conferem resisténcia a proteina CrylAc em
populacdes de H. armigera oriundas de diferentes regides de producao

agricola.

e Avaliar os parametros bioldgicos e demograficos de H. armigera e H. zea em

diferentes hospedeiros.

e Avaliar a preferéncia hospedeira de H. armigera e H. zea em diferentes culturas

e regides agricolas.
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2 ALTA SUSCETIBILIDADE A PROTEINA CRY1AC ASSOCIADA A BAIXA
FREQUENCIA ALELICA DE RESISTENCIA REDUZ O RISCO DE EVOLUCAO DA
RESISTENCIA DE Helicoverpa armigera (HUBNER) A SOJA MON87701 x
MON89788 NO BRASIL

Resumo

A presenca de Helicoverpa armigera (Hubner) foi recentemente documentada
no Brasil e tem causado danos significativos em diversas culturas, principalmente em
soja e algodéo. A soja MON87701 x MON89788, resistente a insetos pela expressao
da proteina CrylAc, resulta em altos niveis de controle para H. armigera. Para avaliar
o risco de evolucdo da resisténcia aos niveis de proteina CrylAc expressos pelo
evento de soja MON 87701 x MON 89788 no Brasil, foram conduzidos estudos para:
estabelecimento de linhas béasicas de suscetibilidade de H. armigera a proteina
CrylAc; avaliacdo de parametros toxicolégicos em planta, incluindo a adequacéao do
evento ao conceito de alta dose; e estimativa dafrequéncia inicial de alelos que
conferem resisténcia a soja MON87701 x MON89788, por meio de F, screen. A
concentracao letal (CLsp), para H. armigera foi de 1,22 ug de CrylAc por mL de dieta
e, para H. zea de 16,76 ug de CrylAc por mL de dieta. Foi observada uma variacao
na suscetibilidade a CrylAc de 16,5 vezes entre as populacdes de H. armigera
coletadas em diferentes regifes do Brasil, com CLso variando entre 0,11 e 1,82 ug
mL™" de dieta nas safras 2013/14 e 2014/15. A soja MON87701 x MONB89788
apresentou altos niveis de eficacia em laboratério e casa de vegetacdo contra H.
armigera, indicando se adequar ao conceito de alta dose para H. armigera, com altos
niveis de mortalidade em diluicdes de até 50 vezes. Um total de 212 isofamilias foram
estabelecidas com sucesso a partir de individuos coletados em sete regifes do pais e
avaliadas para, quanto a presenca de alelos que conferem resisténcia, por meio de F;
screen. Nenhuma da isofamilias avaliadas apresentou individuos sobreviventes em
folhas de soja MON87701 x MON89788, tendo uma frequéncia inicial estimada em
0,0011. A baixa variabilidade de H. armigera a proteina CrylAc, a alta suscetibilidade
da espécie a CrylAc e a soja MON87701 x MON89788 e a baixa frequéncia inicial de
alelos que conferem resisténcia se adequam aos preceitos da estratégia de alta
dose/refagio. Portanto, a manutencdo das areas de reflgio, de acordo com as
recomendacdes é essencial para retardar o processo de selecdo de resisténcia de
populacdes de H. armigera a soja MON87701 x MON89788 no Brasil.

Palavras-chave: Helicoverpa armigera; CrylAc; Manejo da resisténcia de insetos; Soja
Bt
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Abstract

The OIld World bollworm, Helicoverpa armigera (Hubner), was recently
documented in Brazil, causing extensive damage to different crops, mainly cotton and
soybean. MON 87701 x MON 89788 soybean, which expresses the Bt protein CrylAc,
was recently deployed in Brazil, providing high levels of control against H. armigera. To
assess the risk of resistance to the CrylAc protein expressed by MON87701 x
MON89788 soybean in Brazil, we conducted studies to evaluate the baseline
susceptibility of H. armigera to CrylAc, in planta efficacy including the assessment of
the high-dose criterion, and the initial resistance allele frequency based on an F2
screen. The mean CrylAc lethal concentration (LC50) ranged from 0,11 to 1.82 ug
mL™" of diet among all H. armigera field populations collected from crop seasons
2013/14 to 2014/15, which indicated about 16.5-fold variation. MON87701 x
MONB89788 soybean exhibited a high level of efficacy against H. armigera and most
likely met the high dose criterion against this target species in leaf tissue dilution
bioassays up to 50 times. A total of 212 F2 family lines of H. armigera were
established from field collections sampled from seven locations across Brazil and were
screened for the presence of MON87701 x MON89788 soybean resistance alleles.
None of the 212 families survived on MON87701 x MONB89788 soybean leaf tissue
(estimated allele frequency = 0,0011). The responses of H. armigera to CrylAc
protein, high susceptibility to MON87701 x MON89788 soybean, and low frequency of
resistance alleles across the main soybean-producing regions support the
assumptions of a high-dose/refuge strategy. However, maintenance of reasonable
compliance with the refuge recommendation will be essential to delay the evolution of
resistance in H. armigera to MON87701 x MON89788 soybean in Brazil.

Keywords: Helicoverpa armigera; CrylAc; Insect resistance management; MON87701
x MON89788 soybean
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2.1 Introducéao

Helicoverpa armigera (Hubner) € considerada uma das mais importantes
espécies de praga da agricultura no mundo (FTT, 1989). Esta espécie polifaga &
amplamente disseminada na Europa, na Africa, na Asia e na Australia, onde tem
causado danos extensivos em uma variedade de culturas (PONGUE, 2004; ZALUCKI,
DAGLISH; FIREMPONG; TWINE, 1986; CUNNINGHAM; ZALUCKI, 2014). As
caracteristicas de H. armigera que permitem que a espécie persista em ambientes
agricolas e se adapte as diferentes praticas agricolas sdo os principais fatores que
contribuem para que esta espécie atinja sua importancia como praga (FTT, 1989).

No Velho Mundo e na Australia, onde H. armigera é a principal praga da
cultura do algodao, esta espécie tem sido o principal alvo de variedades de algodao
geneticamente modificados, que expressem uma ou mais proteinas derivadas de
Bacillus thuringiensis (Bt), e tem sido amplamente adotado por produtores devido a
problemas de resisténcia da espécie a inseticidas (DOWNES; MAHON, 2012; KRANTI
et al., 2002; WU; GUO, 2005). Recentemente, esta espécie foi identificada na América
do Sul, especialmente no Brasil (CZEPAK et al., 2013; SOSA-GOMEZ et al., 2010).
Diversos estudos também indicam o potencial risco de sucesso de invasao de H.
armigera em paises da América do Norte (ZALUCKI et al., 2005; KRITICOS, 2015), ja
havendo relato de interceptacdo da espécie em Porto Rico em 2014 (Animal and Plant
Health Inspection Service of the United States Department of Agriculture (USDA-
APHIS)) (NAPPO, 2014) e também na parte continental dos Estados Unidos da
América em 2015.

No Brasil, H. armigera tem sido identificada em grande variedade de
hospedeiros, particularmente  dicotiledbneas e, em menor intensidade,
monocotileddneas (MASTRANGELO et al., 2014; LEITE et al., 2014). Dentre todos os
hospedeiros cultivados, a cultura da soja se destaca como principal cultura pela
extenxdo da area, totalizando mais de 30 milhGes de hectares, seguida pelo algodao
com aproximadamente 1 milh&do de hectares. Em diferentes partes do mundo,
produtores tém enfrentado desafios com manejo de H. armigera nas culturas de soja e
algoddo (DOWNES et al., 2012a, 2012b; FATHIPOUR; SEDARATIAN, 2013; YANG;
LI; WU, 2013). Da mesma forma, a distribuicdo generalizada de H. armigera no Brasil
tem sido identificada como um risco para a utilizacdo eficaz e sustentavel de culturas

Bt. O algodédo Bt tem sido amplamente utilizado com sucesso em muitos paises,
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incluindo o Brasil (JIN; ZHANG,; LU; YANG; WU, 2015; BARROS; DEGRANDE, 2012).
Recentemente, o evento de soja transgénica MON 87701 x MON 89788 que expressa
a proteina CrylAc (INTACTA RR2 PRO) foi aprovado para o plantio no Brasil
(CTNBIO, 2010), sendo lancado comercialmente na safra 2013/14. Devido a sua alta
eficAcia no controle dos principais lepidopteros de praga da cultura, a soja MON
87701 x MON 89788 tem se mostrado como importante ferramenta para programas
de Manejo Integrados de Pragas (MIP), reduzindo a dependéncia do manejo baseado
no uso de inseticidas (BERNARDI et al., 2012, 2014; ABERNAZ et al., 2012). Apesar
da lagarta falsa medideira, Chrysodeixis includens (Walker), continuar sendo a
espécie de praga prevalente na cultura da soja em todo o Brasil, H. armigera tem se
estabelecido em éareas brasileiras de cultivo de soja (SPECHT et al., 2013) e o risco
de evolucdo da resisténcia desta espécie a soja Bt deve ser considerado em um
programa de Manejo da Resisténcia de Insetos (MRI).

Como mencionado, a soja MON87701 x MON89788 tem sido
rapidamente adotada pelos agricultores em todo o Brasil, sendo que a principal
caracteristica, que a torna atrativa aos agricultores, € alto nivel de controle contra as
principais pragas de lepidopteros, especialmente C. includens, A. gemmatalis, C.
virescens e H. armigera (BERNARDI et al., 2012, 2014; MACRAE et al., 2005; YU et
al., 2013; AZAMBUJA et al., 2015).

Tal como acontece com outras culturas Bt, a principal ameaca para o
uso sustentavel da soja MON87701 x MONB89788 é a evolucdo da resisténcia de
pragas-alvo (GOULD, 1998). A estratégia que tem se mostrado mais eficaz para o
manejo da resisténcia de insetos para as culturas Bt € conhecida como "alta dose /
refugio” e se baseia nas premissas que 0s alelos de resisténcia a uma proteina Bt sdo
raros; que uma proteina Bt € consistentemente produzida por uma planta em uma
concentracdo altamente toxica para 0s insetos homozigotos suscetiveis, que reduza a
diferenca entre o homozigoto suscetivel (SS) e heterozigotos (RS) para o gene da
resisténcia, e por consequéncia, faga com que os alelos de resisténcia sejam
"funcionalmente recessivos"; e que as areas de reflgio com plantas ndo Bt sejam
cultivadas para permitir o desenvolvimento de insetos suscetiveis, isto é, né&o
selecionados (GOULD, 1998; HUANG; ANDOW; BUSCHMAN, 2011).

Trés fatores-chave s&o consistentemente associados aos casos de
resisténcia desenvolvida em campo relatados até o momento (DHURUA; GUJAR,
2011; FARIAS et al.,, 2014, GASSMANN et al.,, 2011; STORER et al.,, 2010;
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VANRENSBURG et al., 2007; OMOTO et al., 2016): uso de produtos com um modo
de acédo, uso de produtos que ndo se adequam ao conceito de alta dose e a baixa
adocdo de areas de refugio (HUANG; ANDOW; BUSCHMAN, 2011; TABASHNIK;
BREVAULT; CARRIERE, 2013).

Trabalhos anteriores ja haviam relatado elevada toxicidade da soja
MON87701 x MON89788 para H. armigera (YU et al., 2013; AZAMBUJA et al., 2015).
Neste trabalho, foi re alizada a caracterizagdo da suscetibilidade de H. armigera a
proteina CrylAc, por meio da obtencdo de linhas béasicas de suscetibilidade com
populacdes coletadas em campos de soja e de algoddo. Para a caracterizagdo dos
atributos toxicologicos da soja MON87701 x MON89788 contra H. armigera, foram
gerados dados em laboratério e casa de vegetacao, incluindo avaliacdo de alta dose.
Além disso, sdo apresentados resultados de F, screen (ANDOW; ALSTAD, 1998) que
visaram estimar), com a frequéncia de alelos raros de resisténcia a proteina CrylAc,
utilizando tecido foliar da soja Bt. Finalmente, sao discutidas as implicagdes do ponto

de vista de MRI dos cultivos de soja e algodao Bt em grandes areas no Brasil.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Coleta de populagfes no campo e criagcdo em laboratorio

As populacdes utilizadas neste estudo foram estabelecidas em
laboratério a partir de coletas de individuos selvagens em campos comerciais, de
acordo com autorizagdo concedida pelo Sistema de Autorizacdo e Informagdo em
Biodiversidade (Sisbio) do Ministério do Meio Ambiente, para as empresas
contratadas SGS Gravena (Sisbio licenca # 10018-1) e PROMIP (Sisbio licenca #
40380-2).

Para a formacdo das colénias de H. armigera, cerca de 800 a 1.200
lagartas foram coletadas em areas comerciais de soja e algodao nao Bt nas safras de
2013/14 e 2014/15. Os individuos foram mantidos em dieta artificial, em condi¢des de
laboratorio, até a fase de pupa (KASTEN et al., 1978). Informacdes sobre as coletas
estdo listadas na Tabela 2.1.

Uma populagdo de H. armigera e uma de H. zea foram utilizadas como
referéncia suscetivel (LAB) nos bioensaios de comparacéo da toxicidade da proteina

CrylAc entre espécies e de caracterizagdo dos atributos toxicolégicos da soja MON
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87701 x MON 89788 (bioensaios de disco de folha, diluicAo de tecido foliar e
infestacBes em casa de vegetacdo). A populacdo de H. armigera LAB foi coletada na
cultura da soja no municipio de Montividiu (Goias), durante as primeiras infestacdes
da praga na safra 2013/14. Da mesma forma, uma colonia de H. zea foi estabelecida
a partir de uma coleta do milho (estagio reprodutivo R3) no municipio de Casa Branca
(Sao Paulo), na safra de 2013/14. Desde entdo, ambas as populagbes tém sido
mantidas em condicbes de laboratério, em dieta artificial e livres de pressdo de
selecdo de inseticidas, proteinas Bt e introducdo de individuos selvagens. Para
garantir a auséncia de presenca adventicia entre as coldnias de diferentes espécies, a
cada geracao, ap0s o0 acasalamento, sdo coletados todos os individuos machos (Fo)
de cada populacéo, para identificacdo da espécie por meio da analise morfolégica dos
orgdos genitais (PONGUE, 2004). As populacbes utilizadas tiveram todos os

individuos identificados como sendo da mesma espécie.

2.2.2 Linha béasica de suscetibilidade a proteina CrylAc

Para caracterizacdo da suscetibilidade de H. armigera e H. zea, foram
realizados bioensaios em laboratério com a proteina formulada CrylAc sintética (MVP
I, Pseudomonas encapsulado CrylAc da Dow Chemicals, San Diego, CA, EUA,
contendo 11,14% de proteina CrylAc ativa). Curvas de concentracao-resposta foram
obtidas, por meio de bioensaios de incorporacdo de concentracdes seriais de CrylAc
em dieta artificial sem formalina e antibidticos, a temperatura maxima de 56 °C. Apoés
a incorporacdo da proteina na dieta, uma aliquota de 1 ml de dieta contendo a
proteina foi vertida em bandejas de bioensaio de 128 células (BIO-BA-128 CD
Internacional Inc. Pitman, NJ). Cada célula foi infestada com uma neonata e as
bandejas foram seladas com tampa adesiva (Bio-CV-16; CD International Inc., Pitman,
NJ, EUA), que permitiu a troca de gases com o meio ambiente externo e, em seguida,
incubadas em uma camara climatica (temperatura 27 £+ 2 ° C, 60 £ 10% de umidade
relativa e 14 h de fotoperiodo) por sete dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com sete a oito
repeticdes por concentracdo (16 larvas por réplica). Mortalidade (individuos mortos e
inibidos de muda para além do primeiro instar) e o peso das larvas sobreviventes
foram registrados apds sete dias, para estimar 0s parametros toxicologicos:

concentracdo letal (CL) e concentracdo efetiva (CE) (SIMS, 1996). Parametros
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toxicolégicos Clsgp, ClLgg, CEso € CEgo € 0s respectivos intervalos de confianga (IC
95%) foram estimados utilizando JMP® v10.0 (SAS Institute Inc, Cary, NC, EUA).



28

Tabela 2.1 - Local, cultura hospedeira e safra de coleta das populacdes de H. armigera e H. zea

Safra Espécie Cddigo Municipio, Estado Hospedeiro Latitude Longitude

H. zea LAB  Casa Branca, SP Milho 21°55'03.1"S 47°10'41.3"W

H. armigera LAB  Montividiu, GO Soja 17°22'28.8"S 51°13'23.3"W

H. armigera MS-1  Chapadéao do Sul, MS Soja 18°44'38.5"S 52°35'17.8"W

H. armigera SP-1  Jaboticabal, SP Soja 21°12'27.8"S 48°19'37.0"W

H. armigera BA-1  Luis Eduardo Magalhdes, BA  Algodéo 12°00'56.9"S 45°49'19.8"W

H. armigera PR-1  Ponta Grossa, PR Soja 25°05'13.5"S 49°59'18.7"W

2013/14 H. armigera MT-1  Primavera do Leste, MT Soja 15°26'22.4"S 54°10'44.7"W
H. armigera GO-1 Rio Verde, GO Soja 17°44'27.0"S 50°55'55.4"W

H. armigera PR-2 Rolandia, PR Soja 23°14'34.9"S 51°26'14.7"W

H. armigera BA-2  Correntina, BA Soja 13°21'57.6"S 45°28'36.2"W

H. armigera BA-3 Luis Eduardo Magalhdes, BA  Soja 11°48'26.6"S 45°59'01.3"W

H. armigera MT-2  Primavera do Leste, MT Algodao 15°20'18.6"S 54°20'23.0"W

H. armigera SP-2  Jaboticabal, SP Soja 21°12'50.7"S 48°15'58.8"W

2014/15 H. armigera MT-3 Lucas do Rio Verde, MT Soja 12°58'15.7"S 56°08'20.9"W
H. armigera BA-4  Luis Eduardo Magalhédes, BA  Soja 12°11'27.9"S 45°46'28.5"W

H. armigera PR-3 Londrina, PR Soja 23°26'38.2"S 51°06'04.8"W
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2.2.3 Bioensaios em laboratério com discos de folhas

A toxicidade da soja MON87701 x MON89788 para H. armigera e H. zea foi
avaliada em germoplasmas que se enquadram nos grupos de maturacéo 8.3 e 5.5. Os
materiais foram semeados em casa de vegetacdo e conduzidos de acordo com as
recomendacdes de boas praticas agricolas. Discos com o diametro de 1,2 cm foram
retirados de folhas desenvolvidas do ter¢co superior de plantas nos estadios
fenolégicos da cultura V4, V6 e R1-R2, e colocados sobre agar a 2,5% em placas
acrilicas ® (Costar) com 24 células (Corning, Tewksbury, MA, EUA). Uma lagarta
neonata foi depositada por célula. As placas foram mantidas em camara climatizada
(temperatura: 27 £ 1 ° C, umidade relativa: 60 + 10%; fotoperiodo de 14 horas) por
cinco dias. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo constituida de 24 larvas neonatas,
com total de 120 larvas testadas para cada estadio fenoldgico da cultura. Apds o
periodo de incubagéo, foram contabilizados o nimero de lagartas mortas e o peso dos
individuos vivos em cada placa. Para analise dos dados, foi utilizado o programa
JMP® v10.0 (SAS Institute Inc, Cary, NC, EUA). Antes de analisados, os dados foram

transformados para atender o pressuposto de normalidade. Os dados obtidos a partir

do bioensaio em laboratério (x) foram transformados em ./x + 0,5) e submetidos a
analise de variancia; os valores médios dos tratamentos de soja Bt e soja ndo- Bt do
mesmo grupo de maturacdo foram comparados ao teste de t de Student para

comparacao de médias.
2.2.4 Eficacia sob condicdes de alta infestacdo em casa de vegetacao

A eficacia de soja MON87701 x MON89788 para protecao contra danos
de H. armigera e H. zea foi avaliada sob condicbes de alta infestacdo em casa de
vegetacdo. Dois materiais de soja MON87701 x MON89788 bem como suas
respectivas isolinhas com grupos de maturacdo 8.3 e 5.5, foram cultivados de acordo
com recomendacbes de boas praticas agricolas. No momento que as plantas
atingiram o estagio V6, as parcelas foram cobertas com gaiolas de nylon medindo 13
metros de comprimento por 3,5 metros de largura e 2,9 metros de altura, e mantidas

até o momento da avaliacdo. O efeito de alta presséo para cada praga foi causado por
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uma Unica infestacao artificial, de 5.000 pupas de H. armigera e H. zea proximas a
eclosao, liberadas dentro dos telados de nylon quando as plantas atingiram o estadio
reprodutivo R1 (florescimento). Os dados de incidéncia larval (nUmero de larvas por
planta) e de desfolha e a porcentagem de estruturas reprodutivas danificadas foram
aferidos 32 dias apds a emergéncia dos adultos. A contagem de lagartas foi feita com
auxilio de pano de batida em dois pontos de dois metros da linha de plantio. O
levantamento dos danos de desfolha e do numero de vagens danificadas foi realizado
em treze plantas em sequéncia. Para andlise dos dados, foi utilizado o programa
JMP® v10.0 (SAS Institute Inc, Cary, NC, EUA). Antes de analisados, os dados foram
transformados para atender o pressuposto de normalidade. Os dados obtidos a partir
do bioensaio de casa de vegetacdo (x) foram transformados em (x+0,1)°%° e
submetidos a analise de variancia; os valores médios dos tratamentos de soja Bt e
soja ndao- Bt do mesmo grupo de maturacdo foram comparados ao teste de t de

Student para comparacdo de médias.

2.2.5 Avaliagcdo da adequacao da soja MON87701 x MON89788 ao conceito de

*alta dose”

A avaliagdo da adequacao de soja MON87701 x MON89788 ao conceito
de Alta Dose ensaios foram realizados com germosplasmas com grupos de
maturacdo, 8.3 e 5.5. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo sem
aplicacao de inseticidas até o periodo reprodutivo. Durante a emissdo das primeiras
flores (florescimento-R1) da cultura, folhas totalmente expandidas do terco superior
foram coletadas e congeladas imediatamente em ultrafreezer (temperatura -70 + 5
°C). O material congelado foi liofilizado até a completa retirada de agua dos tecidos
(auséncia de variacbes no peso) e macerado por meio de almofariz e pistilo para a
obtencdo de um po fino a ser incorporado em dieta artificial no bioensaios. Com base
no peso do tecido fresco, foram calculadas as quantidades de matéria seca de cada
amostra necessarias para resultar em diluicbes de 5, 10, 25, 50, 100 e 300 vezes,
relativas ao tecido fresco, quando incorporadas em dieta artificial. A mistura de dieta e
tecido liofilizado foi homogeneizada com auxilio do agitador de tubos tipo Vortex, por
periodo de dois minutos, e, posteriormente, foi distribuida em bandeja de bioensaio
(BIO-BA-128, CD International Inc., Pitman, NJ), contendo 128 células (1 mL de dieta

por célula). Para cada espécie, oito repeticbes, com 16 neonatos por repeticéo, foi
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utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado. Mortalidade
(individuos mortos e inibidos de muda para além do primeiro instar) e 0 peso das

larvas sobreviventes foram registrados apdés sete dias.

2.2.6 Frequéncia de alelos que conferem resisténcia a soja MON87701 x
MONB89788 em H. armigera

A frequéncia de alelos que conferem resisténcia a soja MON87701 x
MONB89788 foi estimada por meio do método do F, screen, descrito por Huang et al.
(HUANG et al., 2009).

Pupas de H. armigera foram obtidas a partir de individuos amostrados
nas culturas da soja e algoddo, ndo-Bt. As pupas sexadas e individualmente
colocadas em gaiolas de plastico cilindricas (20 cm de altura x 10 cm de diametro) até
a emergéncia. A partir dos adultos foram formados casais que foram individualizados
em gaiolas para acasalamento e oviposicdo. Aproximadamente 100 neonatas da
progénie F; de cada acasalamento foram entdo mantidas em dieta artificial até a fase
de pupa, como descrito acima. Adultos da geracdo F; (30 casais) de cada isofamilia
foram mantidos em gaiolas plasticas para acasalamento e ovoposicdo da geracdo
seguinte (F,). A avaliacdo de individuos resistentes na geracdo F, foi realizada em
bandejas de 32 células (Advento do Brasil, Sdo Paulo, Brasil), com folhas de soja
MON87701 x MONB89788 retiradas do terco superior de plantas nos estagios V4 a V6.
Para cada isofamilia, foram avaliados 128 neonatas da geracdo F,. O numero de
larvas sobreviventes foi registrado e o tecido foliar foi substituido a cada quatro dias.
Isofamilias que apresentaram sobreviventes ap0s quatro dias da infestacdo foram
novamente testadas para confirmacdo da presenca de alelos. A frequéncia de alelos
gue conferem resisténcia foi estimada utilizando o algoritmo descrito na equacéo 1, de
Andow e Alstad (1998). Intervalos de confianca (IC 95%) foram estimados pela
equacao 5 para auséncia de individuos sobreviventes em isofamilias ou pela equacao
7 para isofamilias com individuos. A frequéncia do alelo de resisténcia foi calculada

usando a func&o de binom.bayes do pacote em R 3.1.0.
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2.3 Resultados

2.3.1 Toxicidade da proteina CrylAc para H. armigera e H. zea

Os bioensaios de toxicidade revelaram que ambas as espécies H.
armigera e H. zea (populacdes de referéncia LAB) sdo suscetiveis a proteina CrylAc.
As concentracbes de proteina utilizadas para causar as respostas que se
adequassem aos modelos propostos variaram de 0,32 a 100 pg de CrylAc por mL de
dieta. Com as respostas obtidas, foi possivel estimar as CLsp, para H. armigera, em
1,22 pg de CrylAc por mL de dieta e, para H. zea, em 16,76 pug de CrylAc por mL de
dieta (Tabela 2.2).

Tabela 2.2 - Comparacdo da mortalidade causada pela proteina CrylAc
(Concentracao Letal [CL]) em neonatas de H. armigera e H. zea aos

sete dias de bioensaio de incorporacdo em dieta artificial

Coeficiente CLso (ug mL™" de dieta)®
Espécie n? ° > g° RT
Angular + EP  Concentracao 95% IC
H. armigera 688 1,59+0,13 1,22 0,92-156 0,79 5 -
H. zea 960 2,82 +0,15 16,76 7,23-21,24 1,12 5 137

% Namero de individuos testados

® CLs s80 as concentracées da proteina CrylAc (ug mL™' de dieta) necessérias para causar
mortalidade ou inibicdo de mudanca, além do primeiro instar, em 50% dos individuos apés 7
dias de bioensaio. IC, intervalo de confiangca com 95% de confiabilidade

¢ Graus de Liberdade

9Razdo de tolerancia

Com o0 peso dos sobreviventes, foi possivel estimar as CEsy, para H.
armigera, em 0,0028 pg de CrylAc por mL de dieta e, para H. zea, em 0,1602 ug de
CrylAc por mL de dieta (Tabela 2.3). O parametro de reducdo de peso (CEso)
apresentou maior capacidade ainda para diferenciagdo da suscetibilidade entre as
espécies. A comparacao entre as CEsg resultou em uma razéo de tolerancia de H. zea

de ~60 vezes em relagdo a H. armigera.
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Tabela 2.3 - Comparacdo da inibicdo de desenvolvimento causado pela proteina
CrylAc (Concentracéo Efetiva [EC]) de neonatas de H. armigera e H.

zea aos sete dias de bioensaio de incorporacdo em dieta artificial

CEso (Mg mL™" de dieta)®

Espécie n® RT®
Concentracao 95% IC
H. armigera 523 0,0028 0,0018-0,0049 -
H. zea 436 0,1602 0,0281-1,1120 57,2

#Numero de individuos testados

® CEs, e CEg sdo as concentracbes efetivas da proteina CrylAc (ug mL™' de dieta)
necessarias para causar 50% de inibicdo de desenvolvimento, respectivamente, aos setes
dias de bioensaio. IC, intervalo de confiangca com 95% de confiabilidade

“Razéao de tolerancia

2.3.2 Linhabasica de suscetibilidade a proteina CrylAc

A linha béasica de suscetibilidade de popula¢gbes de H. armigera no Brasil
foi documentada por meio de bioensaios de incorporacéo da proteina CrylAc em dieta
artificial. Neonatas de populagbes amostradas nas safras 2013/14 e 2014/15 foram
altamente suscetiveis a proteina CrylAc com sete dias de exposicdo, com valores
estimados de CLsp (ou seja, concentracdes que causaram mortalidade de 50% dos
individuos) variando entre 0,11 (populacées MS-1 e SP-1) e 1,82 ug de CrylAc por
mL™" de dieta artificial (populacdo BA-2) (Tabela 2.4). Valores de CEs, (isto &, as
concentracfes que provocaram inibicdo do crescimento de 50% dos individuos),
foram estimados entre 0,0029 (populacdo MS-1) e 0,0165 pg de CrylAc por mL™ dieta
artificial (populacdo BA-4) (Tabela 2.5). Houve sobreposicdo dos intervalos de
confianca dos valores estimados de LCso e ECsg, para a maior parte das populagoes, e
baixa variabilidade entre as populagdes, sendo a diferenca entre as populacdes de H.
armigera mais suscetiveis e mais tolerantes de aproximadamente 16 vezes e 6 vezes

para os valores de CLsp e de ECsp, respectivamente.
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Tabela 2.4 - Sumario das concentragfes letais estimadas (Concentracdo Letal [CL]) para diferentes populacbes de H. armigera

expostas a proteina CrylAc por sete dias em bioensaios de incorporagédo

Coeficiente ~ CLso (ug mL™" de dieta)® LCoo (ug mL™" de dieta)® fit
Safra® Populacao Geragao n°

Angular £ EP Concentracdo 95% IC  Concentragdo  95% IC v? gl

2013/14 LAB Fa 688 1,59+0,13 1,22 0,92-1,56 7,83 588-11,1 0,79 5
MS-1 Fs 896 1,94+0,13 0,11 0,08-0,13 1,43 1,02-2,15 6,79 5

SP-1 F2 896 1,53+0,10 0,11 0,08-0,14 3,15 2,07-5,29 7,84 5

BA-1 F, 896 2,00+0,13 1,37 0,95-1,81 5,99 4,55-856 4,94 5

PR-1 Fo 899 1,89+0,12 0,12 0,09-0,15 1,76 1,25-2,67 3,88 5

MT-1 Fo 896 1,64 +0,17 0,41 0,32-0,52 8,96 590-15,0 2,20 5

GO-1 F2 896 2,04+0,13 0,19 0,15-0,22 2,22 1,60-3,28 5,21 5

PR-2 F, 896 2,17 +£0,18 0,32 0,26-0,39 3,35 2,44-490 4,15 5

BA-2 F? 1152 2,11 +0,24 1,82 1,16-2,49 7,89 571-12,5 3,46 4

BA-3 Fs 720 2,74+0,11 0,32 0,26-0,39 3,35 2,44-490 1,54 5

2014/15 MT-2 F, 896 1,50+0,12 0,20 0,22-0,36 1,66 1,36-2,02 3,45 5
SP-2 F2 896 1,87 +0,13 0,40 0,36-0,59 0,60 0,43-0,91 1,43 5

MT-3 F? 896 1,66 £ 0,13 0,28 0,18-0,48 1,28 0,56-1,64 1,07 5

BA-4 F? 768 1,90+0,13 0,44 0,35-0,55 15,35 9,13-30,1 1,27 5

PR-3 F, 896 1,43 + 0,09 0,32 0,25-0,41 10,76 6,69-19,6 4,79 5

& Safra em que a populacédo foi coletada em campo
® NGimero de individuos testados
° CLs, sd0s as concentracbes da proteina CrylAc (ug mL™' de dieta) necessérias para causar mortalidade ou inibicdo de mudanca, além do
primeiro instar, em 50% dos individuos apés 7 dias de bioensaio. IC, intervalo de confianca com 95% de confiabilidade.
4Graus de Liberdade
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Tabela 2.5 - Sumario das concentracdes efetivas estimadas (Concentracéo Efetiva [CE]) para populacfes de H. armigera expostas

a proteina CrylAc por sete dias em bioensaios de incorporagéo

CEso (Mg mL™" de dieta)® CEgo (Mg mL™" de dieta)®
Safra Populacao Geracgéao N®
Concentracao 95% IC Concentracao 95% IC
2013/14 LAB Fs 523 0,0028 0,0018-0,0049 0,0189 0,0062-0,0249
MS-1 Fs 447 0,0029 0,0021-0,0037 0,0421 0,0344-0,0526
SP-1 Fa 466 0,0034 0,0031-0,0038 0,0407 0,0374-0,0444
BA-1 F2 468 0,0072 0,0038-0,0082 0,0468 0,0422-0,2120
PR-1 Fa 451 0,0055 0,0049-0,0060 0,0341 0,0301-0,0389
MT-1 Fa 593 0,0079 0,0038-0,0128 0,1848 0,0894-0,4885
GO-1 Fa 507 0,0036 0,0020-0,0052 0,0547 0,0371-0,0871
PR-2 Fa 563 0,0033 0,0024-0,0042 0,0658 0,0261-0,0842
BA-2 Fa 478 0,0032 0,0018-0,0050 0,0602 0,0274-0,0644
BA-3 Fs 436 0,0050 0,0041-0,0059 0,0554 0,0452-0,0695
2014/15 MT-2 Fa 307 0,0032 0,0002-0,0040 0,0581 0,0470-0,0738
SP-2 F2 353 0,0030 0,0026-0,0038 0,0590 0,0500-0,0708
MT-3 F2 316 0,0032 0,0002-0,0038 0,0590 0,0501-0,0708
BA-4 Fa 454 0,0165 0,0128-0,0209 0,2724 0,1676-0,4939
PR-3 Fa 418 0,0160 0,0153-0,0168 0,1143 0,1030-0,1275

#Numero de individuos testados
° CEso € CEq s80 as concentracbes efetivas da proteina CrylAc (ug mL™" de dieta) necessérias para causar 50% e 90% de inibicdo de
desenvolvimento dos individuos, respectivamente, aos setes dias de bioensaio. IC, intervalo de confianca com 95% de confiabilidade
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2.3.3 Bioensaios em laboratdorio com discos de folhas

Os nives de proteina CrylAc expressos em folhas de soja MON87701 x
MONB89788 foram suficientes para causar mortalidade completa de neonatas de H.
armigera e H. zea. Para H. armigera, discos de folha da soja MON87701 x MON89788
foram altamente toxicos apOs cinco dias de alimentacdo, causando 100% de
mortalidade, independente do grupo de maturacéo e do estagio da cultura. Os valores
de mortalidade de H. armigera em soja MON87701 x MON89788 diferiram dos valores
de soja isolinha ndo-Bt pelo teste de separacdo de médias (teste de t, P < 0,05) para

ambos germoplasmas e estagios da cultura avaliados (P < 0,0001) (Figura 2.1).

100
7
5
2
1l 1l

V6 R1-R2| V4 V6 R1-R2| V4 V6 R1-R2| V4 V6 R1-R2

(S, o S,

Mortalidade (%)

o

Soja MON 87701 x | Soja isolinha ndo Bt | Soja MON 87701 x Soja isolinha na¢
MON 89788 MON 89788
Grupo de maturacdo 5.5 Grupo de maturacdo 8.3

Figura 2.1 - Mortalidade (porcentagem) de neonatas de H. armigera ap0s sete dias em
discos de folha de soja MON 87701 x MON 89788 e soja isolinha ndo-Bt

em diferentes estagios fenoldgicos

Os valores de mortalidade de H. zea em soja MON87701 x MON89788
também diferiram dos valores de soja isolinha n&o-Bt pelo teste de separacdo de
médias (teste de t, P < 0,05) para ambos germoplasmas e estagios da cultura
avaliados (graus de liberdade = 10; P < 0,0001) (Figura 2.2). Lagartas de H. zea que
sobreviveram apoés sete dias se alimentando de folhas de soja MON87701 x
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MONB89788 apresentaram, em média, aproximadamente 80% de inibicdo de

desenvolvimento.

100

75

50

Resposta (%)

25

V4 V6 R1-R2| V4 V6 R1-R2| V4 V6 R1-R2| V4 V6 R1-R2

Soja MON 87701 x | Sojaisolinhandao Bt | Soja MON 87701 x | Sojaisolinha ndo Bt

MON 89788 MON 89788
Grupo de maturac¢do 5.5 Grupo de maturacdo 8.3
W Mortalidade (%) M Inibicdo de desenvolvimento (%)

Figura 2.2 - Mortalidade e inibicdo de desenvolvimento (porcentagem) de neonatas de
H. zea apOs sete dias em discos de folha de soja MON87701 x

MONB89788 e soja isolinha ndo-Bt em diferentes estagios fenolbgicos

A avaliacdo dos danos causados em discos de folha de soja MON87701
x MONB89788 diferiu dos valores da soja isolinha ndo-Bt em todos germoplasmas e
estagios da cultura avaliados (teste de t, P < 0,05) (graus de liberdade = 10; P <
0,0001). Entretanto, H. zea causou danos médios de até 15% da area, enquanto
danos menores do que cinco porcento (raspagem) foram encontrados para H.
armigera (Figura 2.3).
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Figura 2.3 - Danos em discos e folhas (escala 0 — 11) causados por neonatas de H.
zea e H. armigera apoés sete dias em discos de folha de soja MON87701

x MONB89788 e soja isolinha ndo-Bt em diferentes estagios fenoldgicos

2.3.4 Eficacia sob condicdes de alta infestacdo em casa de vegetacao

A infestacdo artificial com pupas de H. armigera resultou em mais de 450
lagartas por metro e desfolha maior do que 50% nos materiais de soja nao-Bt.
Nenhuma lagarta de H. armigera se estabeleceu em plantas de soja MON87701 x
MON89788, diferindo significativamente do nimero de lagartas por metro observado
no controle negativo (Tabela 2.6) (gl = 6, P < 0,0001). Reduc¢des nos danos em soja
MON87701 x MON89788 foram observadas em consequéncia do controle de H.
armigera. Trinta e cinco dias ap0s a infestacdo, a desfolha acumulada atingiu o nivel
maximo definido pela metodologia (50% de desfolha) nos materiais de soja isolinha
nao-Bt, significativamente mais danificados do que plantas de soja MON87701 x
MONB89788 de ambos os grupos de maturacao (gl = 6, P <0,0001).
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Tabela 2.6 - Incidéncia de lagartas e danos em plantas de soja MON87701 x
MONB89788 e soja isolinha ndo-Bt sob condicbes de alta pressao de

infestacdo de H. armigera em casa de vegetacao

_ Lagartas por Desfolha Vagens Vagens
Material .
metro (%) /planta  danificadas (%)

Grupo de maturagao 5,5
MON 87701 x MON
89788
Soja isolinha nao-Bt 480,6 £ 32,2 50,0x0,0 375+1,0 37,19

0,0 +0,0* 0,0+0,0r 30,0x1,1 0,0 £0,0*

Grupo de maturacao 8.3
MON 87701 x MON
89788
Soja isolinha ndo-Bt 463,3 + 25,9 50,0+x0,0 0,7+£0,2 94,6 £11,2

0,0+0,0* 0,0+0,0r 726+4,1* 0,0+0,0*

*Valores representam média + EP. Houve diferenca significativa (Teste de t, P<0,05) entre
soja MON 87701 x MON 89788 e isolinha ndo Bt

Em adicdo aos seus danos em folhas, lagartas de H. armigera
apresentaram preferéncia por estruturas reprodutivas, incluindo flores e vagens.
Todas as plantas foram infestadas durante o florescimento; entretanto, plantas de soja
do grupo de maturacdo 8.3 permaneceram no estagio de florescimento por mais
tempo. Por consequéncia da maior alimentacédo de lagartas de H. armigera nas flores,
plantas de soja da isolinha ndo- Bt do grupo de maturagdo 8.3 tiveram reducao
significativa (~ 99%) no numero de vagens desenvolvidas em relagcdo a soja
MON87701 x MON89788 do mesmo grupo de maturacao (gl = 6, P <0,0001). Em
contraste, o niumero de vagens de soja ndo Bt com menor ciclo de maturacédo (grupo
de maturacdo 5.5) ndo diferiu significativamente das plantas de soja MON87701 x
MONB89788 do mesmo grupo de maturacdo (gl = 6, P = 0,066). No entanto, para
ambos os grupos de maturagado testados, as vagens desenvolvidas em plantas de
soja MON87701 x MON89788 foram significativamente menos danificadas do que os

dos correspondentes controles negativos (gl = 6, P <0,0001).
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Em comparagdo com H. armigera, menor infestacdo foi obtida com
infestacéo artificial com pupas de H. zea, resultando em cerca de 6 lagartas por metro
e desfolha maxima de 33% nos materiais de soja ndo- Bt. Diferentemente dos
resultados obtidos nos bioensaios com discos de folha, nenhuma lagarta de H. zea se
estabeleceu em plantas de soja MON87701 x MON89788, diferindo significativamente
do numero de lagartas por metro observado nos controles negativos (Tabela 2.7) (gl =
6, P < 0,0001). Redugdes nos danos em soja MON87701 x MON89788 foram
observadas em consequéncia do controle de larvas H. zea. Trinta e cinco dias apos a
infestacdo, a desfolha acumulada atingiu o nivel maximo de 33,7% no material de soja
isolinha ndo-Bt do grupo de maturacao 8.3 e 24,1% no material de soja isolinha ndo- Bt
do grupo de maturagéo 5.5, significativamente mais danificados do que as plantas de
soja MON 87701 x MON 89788 de ambos os grupos de maturacao (gl = 6, P <0,0001).

Tabela 2.7 - Incidéncia de lagartas e danos em plantas de soja MON87701 x
MONB89788 e soja isolinha ndo Bt sob condicbes de alta pressédo de

infestacdo de H. zea em casa de vegetacao

_ Lagartas por Desfolha  Vagens Vagens
Material e
metro (%) /planta  danificadas (%)

Grupo de maturacao 5.5
MON 87701 x MON
89788
Soja isolinha nao-Bt 82+2]1 241+66 34,7+19 48,4+ 0,1

0,0 +£0,0* 0,0+0,0¢0 37,1+21* 0,0+0,0*

Grupo de maturacao 8.3
MON 87701 x MON
89788
Soja isolinha nao-Bt 39+1,2 33,755 0,7+04 67,31+4,2

0,0 +£0,0* 0,0+£0,0¢ 43,9+ 3,5* 0,0+0,0*

*Valores representam média + EP. Houve diferenca significativa (t-teste, P<0,05) entre soja
MON 87701 x MON 89788 e isolinha convencional

Resultados de preferéncia e danos em vagens foram similares aos de H.
armigera, nos quais sendo que plantas de soja da isolinha n&o-Bt do grupo de
maturacdo 8.3 tiveram reducdo significativa (~ 95%) no numero de vagens
desenvolvidas em relacdo a soja MON87701 x MON89788 no mesmo grupo de

maturacgéo (gl = 6, P <0,0001; Tabela 2.7). Em contraste, o0 numero de vagens de soja
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ndao Bt com menor ciclo de maturacdo (grupo de maturacdo 5.5) ndo diferiu
significativamente das plantas de soja MON87701 x MON89788 do mesmo grupo de
maturacédo (gl = 6, P = 0,066). No entanto, para ambos os grupos de maturacao
testados, as vagens desenvolvidas em plantas de soja MON87701 x MON89788 néo
foram danificadas, diferindo significativamente dos correspondentes controles
negativos (gl = 6, P <0,0001).

2.3.5 Avaliagéo da adequacéo da soja MON87701 x MON89788 ao conceito de

*alta dose”

Diluicdo de 25 vezes de tecido liofilizado de folhas de soja MON87701 x
MON89788 de ambos os grupos de maturacdo resultou em altos niveis de
mortalidade (larvas mortas ou que nao mudaram de instar) e inibicdo de
desenvolvimento (larvas que ndo mudaram para o terceiro instar) em lagartas de H.
armigera (Figura 2.4). No entanto, lagartas de H. zea apresentaram menor
suscetibilidade a proteina expressa pela soja MON87701 x MON89788, com
respostas de mortalidade de 25 e 56%, quando alimentadas com diluicbes de 25
vezes de tecidos dos grupos de maturacdo 5.5 e 8.3, respectivamente. Lagartas que
mudaram de instar foram inibidas em cerca de 85% em relacdo a mesma

concentragéo de tecido de soja isolinha néo Bt (Figura 2.5).
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Figura 2.4 - Mortalidade e inibicdo de desenvolvimento de lagartas de H. armigera

expostas por sete dias a dieta contendo diluicbes de tecido liofilizado de
soja MON 87701 x MON 89788 ou de soja isoinha n&o-Bt

A alimentacdo em diluicdes de tecido de soja isolinha ndo-Bt causaram

baixos niveis de mortalidade, variando de 6,25% a 15,62% entre os dois grupos de

maturacdo. Em geral, a maioria das larvas expostas a dieta artificial contendo tecido

de soja isolinha ndo-Bt atingiu 0 segundo instar, ap6s sete dias, ao passo que a maior
parte das larvas em dieta contendo tecido liofilizado de soja MON87701 x MON89788
nao sobreviveu ou ndo avancou além do primeiro instar.
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Figura 2.5 - Mortalidade e inibicdo de desenvolvimento de lagartas de H. zea expostas

por sete dias a dieta contendo diluicbes de tecido liofilizado de soja
MON87701 x MON89788 ou de soja isoinha ndao-Bt

2.3.6 Frequéncia de alelos que conferem resisténcia a soja MON87701 x

MONB89788 em H. armigera

Dos 870 casais de H. armigera formados a partir de lagartas coletadas

em campos de culturas ndo—Bt, 684 se acasalaram e geraram descendentes para a

formacdo das isofamilias (Tabela 2.8). Grande parte das isofamilias apresentou

problemas de acasalamento e gerou posturas inférteis, no que resultou em reducéo

de cerca de 65% no namero de isofamilias com descendentes férteis. Assim, apenas

212 isofamilias foram avaliadas quanto a presenca de alelos que conferem resisténcia
a soja MON87701 x MONB89788. Dos 128 neonatos de cada isofamilia alimentados
com folhas de soja MON87701 x MON89788, nenhum foi capaz de sobreviver além

dos quatro dias de bioensaio, indicando que nenhuma das 212 isofamilias avaliadas

possuia alelos de resisténcia ao evento de soja MON87701 x MON89788. A

frequéncia inicial do alelo que confere resisténcia foi estimada em 0,0011 (95%

intervalo de confianca de 0-,0043).
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Tabela 2.8 - Frequéncia inicial de alelos que conferem resisténcia a soja MON87701 x

MONB89788 em populagdes de H. armigera no Brasil

Isofamilias férteis

Casais Frequéncia de alelos

Caodigo da Isofamilias (F2) _ )
selvagens , 2 Resistentesresistentes
populagao obtidas (F1) . a
(Fo) Avaliadas Positivas (95% CI)
BA-1 127 99 11 0 0,0194 (0-0,0701)
BA-2 145 120 51 0 0,0047 (0-0,0174)
BA-3 64 85 37 0 0,0064 (0-0,0236)
BA-4 120 100 37 0 0,0064 (0-0,0236)
MT-1 83 100 12 0 0,0180 (0-0,0652)
MT-2 104 88 28 0 0,0084 (0-0,0306)
SP-2 81 42 36 0 0,0066 (0-0,0242)
Total 870 684 212 0 0,0011 (0-0,0043)

® Frequéncia de alelos resistentes estimada para cada populagdo e em conjunto

(Total). IC, intervalo de confianca

2.4 Discussao

A comparacdo de parametros toxicologicos evidenciou grandes
diferencas de suscetibilidade entre H. armigera e H. zea a proteina CrylAc e
consequentemente ao evento de soja MON87701 x MON89788. A comparacao dos
valores de CLs revelou razéo de tolerancia de H. zea de ~13 vezes em relacéo a H.
armigera. A CLso de 16,76 pg mL™" de dieta obtida para a populacdo de laboratério de
H. zea se compara os valores obtidos com o mesmo tipo de bioensaio, nos Estados
Unidos, com popula¢des de campo, que variaram entre 5,87 e 91,65 ug mL™" de dieta
(ALI; LUTTRAELL; YOUNG, 2006). Para H. armigera, a sobreposi¢céo dos valores de
CLso e CEsp obtidos para diferentes populacdes do Brasil indica baixa variabilidade
intraespecifica para suscetibilidade a proteina CrylAc (Tabelas 2.4 e 2.5). Apesar das

distancias geograficas das amostragens de H. amigera em diferentes regides, a
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invasdo recente da espécie na América do Sul, associada a continua expansao
geografica e a alta mobilidade da espécie, podem ser algumas caracteristicas que
contribuem para a baixa variabilidade entre populacdes de diferentes regides do Brasil
(LEITE et al.,, 2014). No entanto, variagcbes de suscetibilidade de H. armigera a
proteina CrylAc até de 50 vezes sao reportadas em diferentes regides do mundo,
sendo que fatores como fonte de proteina e metodologia de bioensaio foram
apontados como as principais fontes de variacdo nos resultados (BLANCO et al.,
2009; GUJAR et al., 2007; BIRD; AKHURST, 2007; LUTTRELL; WAN; KNIGHTEN,
1999).

As respostas obtidas para populacdes de H. armigera coletadas em
diferentes regides do Brasil sdo comparaveis a valores obtidos com a mesma fonte de
proteina CrylAc (MVPII) em ensaio de incorporacdo em dieta para populacdes de H.
armigera coletadas em regides produtoras de algoddo da india antes da liberagéo
comercial dos plantios de algodao Bt. Estas populacdes apresentaram os valores de
CLso variando de 0,11 a 0,61 ug mL™" de dieta, e para LCg variando entre 1,17 e 6,94
ug mL™' de dieta (JALALI et al., 2004). Adicionalmente, a suscetibilidade de H.
armigera a proteina CrylAc no Brasil também foi similar a de C. includens e C.
virescens, alvos da tecnologia de soja MON 87701 x MON 89788 (BERNARDI et al.,
2012, 2014; YANO et al., 2015).

Devido a importancia da proteina CrylAc para tecnologias de algodao Bt
em todo o mundo, diversos trabalhos tém documentado a suscetibilidade de H.
armigera a proteina CrylAc, através de linhas béasicas de suscetibilidade, na China,
na Austrélia e na Africa do Sul (BIRD; AKHURST, 2007; WU; GUO, 1999; KRANTI;
KRANTI; WANJARI, 2001; BREVAULT; PRUDENT; VAISSAYRE; CARRIERE, 2009).
Entretanto, estabelecer linhas béasicas de suscetibilidade regionalmente permite
diferenciar entre as variacfes intraespecificas de suscetibilidade a de verdadeiros
processos de evolucdo de populacbes resistentes (HEAD; GREENPLATE, 2012).
Programas de monitoramento baseados em métodos fenotipicos consistem na coleta
de populagbes em campo, no estabelecimento em laboratdrio e na exposi¢do dos
descendentes a concentracdes diagnosticas estabelecidas previamente por meio de
linhas béasicas de suscetibilidade (ROUSH; MILLER, 1986; FFRENCH-CONSTANT,;
ROUSH, 1990). O uso de concentracfes diagnosticas para 0 monitoramento da
resisténcia € mais eficiente em detectar variagcbes de resisténcia ainda em baixa

frequéncia, jA que todos os individuos séo testados a partir de uma Unica da dose
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apropriada, requerendo menos individuos em comparacdo a curvas de dose-
respostas, permite testar maior numero de populacbées (ROUSH; MILLER, 1986;
HALLIDAY; BURNHAW, 1990). Além do critério de mortalidade, linhas béasicas de
suscetibilidade foram estabelecidas baseadas na inibicdo de desenvolvimento, ou
seja,pois individuos que nao foram capazes de mudar de instar foram considerados
mortos. Este critério tem se mostrado mais sensivel em programas de monitoramento,
por representar melhor as condicbes de campo e, consequentemente, se torna mais
apropriado como critério para concentracdes diagndsticas e deteccdo de pequenas
variacfes na suscetibilidade de populagbes (ALl; LUTTRELL, 2009), além de tornar o
monitoramento da suscetibilidade mais rapido e pratico (MCPEHERSON; MACRAE,
2009). Mesmo com limitagGes associadas ao método, tais como baixa sensibilidade
de detectar alelos de resisténcia com carater recessivo, este tipo de bioensaio é mais
adequado para um programa de larga escala de monitoramento da resisténcia de H.
armigera a soja MON 87701 x MON 89788 (BERNARDI et al., 2014; BLANCO et al.,
2009). Assim, os resultados gerados formam uma base sélida para o estabelecimento
e validacdo de concentra¢cfes diagndsticas a serem utilizadas em um futuro programa
de monitoramento da suscetibilidade de populacdes de H. armigera a proteina CrylAc
no Brasil.

Dentre asos principais premissas para 0 sucesso na manutencdo da
suscetibilidade de pragas alvo a culturas Bt estdo: expressao de altas concentracoes
de proteina, que, por sua vez, resultem em alta mortalidade na populacédo de espécies
alvo (299,99%), fazendo com que a resisténcia seja funcionalmente recessiva; baixa
frequéncia inicial de alelos que conferem resisténcia; e disponibilidade de refugios
ndo- Bt em quantidade e distancias apropriadas (TABASHNIK; BREVAULT,;
CARRIERE, 2013; TABASHNIK; VAN RESBURG; CARRIERE, 2009). Diversos
estudos tém reportado niveis de eficacia de soja MON 87701 x MON 89788 para
espécie de pragas da cultura na América do Sul, como A. gemmatalis, C. includens,
Rachiplusia nu, C. aporema [Walsingham, 1914] e C. virescens (BERNARDI et al.,
2012, 2014; MACRE et al., 2005). A alta eficacia da soja MON 87701 x MON 89788
contra H. armigera foi reportada por Azambuja et al. (2015), que documentaram 100%
de mortalidade de lagartas de ultimo instar que se alimentaram de folhas. Resultados
similares foram observados por Yu et al. (2013). Mas a forma mais direta de se testar
a adequacdo de um evento ao conceito de alta dose € realizar acasalamentos de

adultos resistentes e suscetiveis em condi¢des controladas e quantificar a mortalidade
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dos descendentes diretamente em plantas Bt. No entanto, devido a baixa frequéncia
inicial de alelos, frequentemente populacfes resistentes nao estdo disponiveis e
testes indiretos séo utilizados (TABASHNIK; VAN RENSBURG; CARRIERE, 2009).
Altos niveis de mortalidade e de inibicdo de desenvolvimento observados para H.
armigera com diluicbes de tecido foliar (5 a 100 vezes) indicam que os niveis de
proteina CrylAc expressos pela soja MON 87701 x MON 89788 sejam suficientes
para controlar a maior parte dos heterozigotos, ou seja, individuos que carregam o
alelo que confere resisténcia, fazendo com que a resisténcia tenha carater
funcionalmente recessivo (GOULD, 1998; TABASHNIK; BREVAULT; CARRIERE,
2013; TABASHNIK; VAN RENSBURG; CARRIERE, 2009; ROUSH, 1997,
TABASHNIK; GOULD; CARRIERE, 2004).

O conjunto de resultados apresentados demonstra que a soja
MON87701 x MONB89788 apresenta alta eficacia para H. armigera. A alta eficicia
reflete-se ndo apenas a alta suscetibilidade da espécie a proteina, como também na
expressdo de altos niveis da proteina CrylAc em tecidos das plantas de soja
MON87701 x MONB89788. Estruturalmente, a proteina CrylAc expressa por soja
MON87701 x MON89788 € idéntica a proteina Bt expressa pelos eventos de algodao
Bt MON531 e MON15985, que resultam em alta mortalidade contra C. virescens e
Pectinophora gossypiella [Saunders]) e moderada mortalidade contra H. zea e H.
armigera (WILSON et al., 1992; LLEWELLYN; MARES; FITT, 2007). No entanto,
niveis de proteina CrylAc presentes em folhas de algoddo Bt sédo significativamente
inferiores (cerca de 5 pg de CrylAc /g tecido seco de folha) (GREENPLATE et al.,
2003) quando comparados com 0s niveis encontrados em soja MON87701 x
MON89788 (variando de 50 a 200 pg de CrylAc /g tecido seco de fresco) (MACRAE
et al., 2005).

A frequéncia inicial de alelos que conferem resisténcia em populacdes de
H. amigera do Brasil foi estimada em 0,0011 (intervalo de confianca de 95% de O-
0,0043). Esta estimativa se sobrepde aos dados de frequéncia de populacbes de H.
armigera da Australia, onde, em sete anos de monitoramento da resisténcia a proteina
CrylAc, por meio do método de F, screen, foi possivel estimar a frequéncia em
0,0006 (intervalo de confianca de 95%, 0,0001- 0,002)) (DOWNES; MAHON, 20123,
2012b). No Brasil, recentemente, também foi estimada em 0,0004 a frequéncia inicial
de alelos que conferem resisténcia para C. includens a soja MON87701 x MON89788

(YANO et al., 2015). Esta espécie possui suscetibilidade a proteina CrylAc similar a
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H. armigera. Apesar do método F;, screen resultar em estimativas mais precisas sobre
a frequéncia de alelos de resisténcia em populacbes de campo, ele tem como
desvantagem maiores investimentos comparados ao método de concentracdes
diagndésticas utilizado como rotina emprogramas de monitoramento em larga escala
(ANDOW; ALSTAD, 1998). A analise dos resultados apresentados, de alta toxicidade
de soja Bt e baixa frequéncia inicial de alelos que conferem resisténcia para H.
armigera, indica que o evento de soja MON87701 x MON89788 se adéqua aos
preceitos para o sucesso da estratégia de manejo da resisténcia de alta dose/refugio
(GOULD, 1998; TABASHNIK; BREVAULT; CARRIERE, 2013; ROUSH, 1997).

Outro elemento essencial para 0 sucesso da estratégia de alta
dose/refagio é a existéncia de hospedeiros ndo-Bt em quantidade suficiente para
permitir o desenvolvimento de insetos ndo selecionados (GOULD, 1998). H. armigera
€ uma espécie altamente polifaga e tem como hospedeiros diversas plantas cultivadas
e ndo cultivadas. Na China, até 0 momento, ndo é requerido o plantio de algodao néo-
Bt como refugio de algodéo Bt (WU et al., 2008; ZHANG et al., 2011). Para este caso
especificamente, o relativo sucesso do manejo da resisténcia de H. armigera a
algodao Bt é sustentado pela abundancia de hospedeiros alternativos ao algodao Bt,
gue sdo capazes de gerar individuos suscetiveis em numero suficiente. O reduzido
tamanho das propriedades e a alta diversidade de cultivos que compdem o ambiente
agricola desta regido se somaram a alta mobilidade de H. armigera para retardar
evolucdo de populacbes resistentes (WU; GUO, 2005, WU; GUO; GAO, 2002;
BEHERE et al., 2008). No entanto, modelos mateméticos sugerem que 0 uso de
refugios alternativos, na China, pode nao ser equivalente, em eficiéncia, as areas de
reflgio estruturadas com algoddo ndo-Bt e que a substituicdo por tecnologias
piramidadas, com duas ou mais proteinas, e a associacdo com outras taticas de
controle podem ser necessarias para manter os atuais niveis de eficacia no futuro (JIN
et al., 2015).

Apesar de diversas, as paisagens agricolas do Brasil trazem desafios
adicionais para o manejo da resisténcia de insetos a culturas Bt. Condicbes
ambientais favoraveis oferecem oportunidades de maiores janelas de plantio, o que,
ao mesmo tempo, favorece o estabelecimento de grandes populacbes de insetos-
praga, principalmente espécies polifagas (BARROS; DEGRANDE, 2012). A cultura da
soja € caracterizada por ser uma economia de escala e, apesar da grande variacao no

tamanho das propriedades ao longo de toda extensdo do pais, o tamanho médio das
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propriedades na regido Centro-Oeste, principal regido produtora de soja do pais, € em
meédia, seis vezes maior do que a média brasileira (CONTE, 2006). Proteinas Bt estao
presentes no Brasil em eventos nas culturas de milho, soja e algodao, criando
condi¢des nas quais interagdes ecoldgicas entre pragas e hospedeiros se relacionam
diretamente com a eficacia de diferentes culturas Bt. Até o momento, ndo existem
informacgdes sobre padrbes de H. amigera no uso espacial e temporal de hospedeiros
nos diferentes ambientes do Brasil. Este tipo de informacdo seria aplicavel para
ajustes de estratégias de manejo da resisténcia no Brasil (HEAD; JACKSON et al.,
2010). A soja MON 87701 x MON 89788 foi recentemente aprovada para plantios
comerciais no Brasil (CTNBIO, 2010) e tem crescido em adoc¢éo devido a alta eficacia
contra os principais lepidopteros-praga da cultura da soja (CELERES, 2014). Diante
do risco de evolucéo da resisténcia que este ambiente impde, agricultores brasileiros
sdo recomendados a plantar areas de refagio estruturado contendo no minimo 20%
da area semeada com soja ndo-Bt, a distancia maxima de 800 metros, permitindo que
insetos suscetiveis se desenvolvam e acasalem aleatoriamente para diluir os alelos de
resisténcia. A conformidade e a distribuicdo das areas de reflgio estruturado de
acordo com a recomendacdo serdo essenciais para a manutencao da suscetibilidade
de H. amigera e outras pragas que sao alvos da tecnologia de soja MON 87701 x
MON 89788. Uma vez que o plantio de area de refugio ndo é mandatério por lei no
Brasil, o alinhamento entre todos os componentes da cadeia produtiva de soja sera
essencial para que os produtores plantem, de forma efetiva, areas de refugio. O
desenvolvimento de novas tecnologias, que expressem duas ou mais proteinas e que
sejam mais robustas em termos de manejo da resisténcia de insetos, sera essencial

em longo prazo para retardar a evolucao da resisténcia no Brasil.

2.5 Conclusdes
e H. armigera apresenta maior suscetibilidade a proteina CrylAc em relacédo a H.
zea.
e Populacbes de H. armigera apresentaram baixa variabilidade intraespecifica
para suscetibilidade a proteina CrylAc.
e A soja MON87701 x MON89788 resulta em altos niveis de mortalidade e
protecdo contra danos de H. amigera e H. zea durante o desenvolvimento da

cultura.
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e Alelos que conferem resisténcia de H. armigera a soja MON87701 x
MONB89788 sao de baixa frequéncia no Brasil.
e Soja MON87701 x MON89788 se adequa aos preceitos de alta dose/refugio

para H. armigera.
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3 PREFERENCIA HOSPEDEIRA DE Helicoverpa armigera E Helicoverpa zea
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) NA PAISAGEM AGRICOLA: IMPACTO PARA O
MANEJO DA RESISTENCIA A SOJA MON87701 x MON89788

Resumo

O rapido estabelecimento de Helicoverpa armigera (Hibner) em regides
agricolas do Brasil foi impulsionado por caracteristicas da espécie, tais como polifagia,
alta mobilidade e alta capacidade de reproducéo. Culturas geneticamente modificadas
gue expressam proteinas de Bacillus thuringiensis (Bt) tém se tornado ferramentas
essenciais para o manejo de Helicoverpa spp. em diversas regides do Brasil. No
entanto, a dinamica populacional de pragas polifagas entre culturas impde desafios
para estratégias de manejo da resisténcia em paisagens agricolas. Diante destes
desafios, foram conduzidos estudos visando entender o potencial de cada cultura na
composicdo das populacdes de H. armigera e Helicoverpa zea (Boddie) no Brasil. O
papel das culturas mais abundantes nas regifes de cerrado (milho, milheto, sorgo,
soja e algoddo) na biologia e os aspectos demograficos de dessas espécies foram
avaliados em laboratério. Também foram realizadas coletas sisteméaticas para
identificacdo molecular e taxonémica de lagartas de Helicoverpa spp. nestas mesmas
culturas em diferentes regibes e épocas de plantio. Apesar de ambas as espécies
serem consideradas pragas polifagas, H. armigera e H. zea apresentaram diferencas
no uso de plantas hospedeiras na paisagem. Todos as plantas hospedeiras avaliadas
foram favoraveis para o desenvolvimento e a reproducdo de H. armigera, enquanto
apenas milho e milheto foram capazes de sustentar H. zea até a fase adulta. Os
maiores valores de crescimento populacional e o menor tempo de desenvolvimento
em folhas e estruturas reprodutivas de algodao indicam maior adequacéo desta planta
hospedeira para o desenvolvimento de H. armigera. Lagartas de H. zea estdo
associadas primariamente com a cultura do milho, enquanto H. armigera esta
presente em todas as culturas avaliadas. No entanto, o pequeno namero de individuos
de H. armigera encontrados em milho indica que a cultura ndo é o principal
hospedeiro utilizado pela espécie no Brasil. O planejamento da paisagem em regides
de cerrado pode auxiliar na reducdo populacional de H. armigera e reduzir a pressao
de selecdo em culturas Bt. Devido a alta adaptabilidade as principais culturas,
estratégias devem ser definidas em nivel de paisagem para o manejo da resisténcia
de H. armigera em culturas Bt. A manutencdo de areas de reflgio dentro de cada
cultura é essencial para a manutencdo da suscetibilidade de H. armigera e H. zea a
culturas Bt em todas as regides do Brasil.

Palavras-chave: H. armigera; H. zea; Tabela de vida; Hospedeiros; Manejo da
resisténcia de insetos; Culturas Bt

Abstract

The rapid establishment of Helicoverpa armigera (Hubner) in agricultural
regions of Brazil was driven by characteristics of the species, such as polyphagia, high
mobility and high capacity of reproduction. GM crops expressing Bacillus thuringiensis
proteins (Bt) have become essential tools for the management of Helicoverpa spp. in
various regions of Brazil. However, the population dynamics of pests polyphagous
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between cultures poses challenges for management strategies of resistance in
agricultural landscapes. Faced with these challenges, studies were conducted to
understand the potential of each culture in the composition of populations of H.
armigera and Helicoverpa zea (Boddie) in Brazil. The role of the most abundant crops
in cerrado areas (maize, millet, sorghum, soybeans and cotton) in biology and
demographics of these species were evaluated in the laboratory. They were also
carried out systematic collection for molecular and taxonomic identification of larvae of
Helicoverpa spp. these same crops in different regions and planting seasons. Although
both species are considered polyphagous pests, H. armigera and H. zea showed
differences in the use of host plants in the landscape. All the tested host plants were
favorable for the development and reproduction of H. armigera, while only corn and
millet were able to sustain H. zea to adulthood. The highest values of population
growth and development shorter leaves and reproductive structures in cotton indicate
greater adequacy of host plant for the development of H. armigera. Caterpillars of H.
zea are associated primarily with corn, while H. armigera is present in all the studied
cultures. However, the small number of H. armigera found in corn indicates that the
culture is not used by the main host species in Brazil. The landscape planning in
cerrado areas can assist in reducing population of H. armigera and reduce the
selection pressure in Bt crops. Due to the high adaptability to the major crops,
strategies should be defined landscape level for the management of H. armigera
resistance to Bt crops. Maintaining refuge areas within each culture is essential for the
maintenance of H. armigera and H. zea susceptibility to Bt crops in all regions of
Brazil.

Keywords: H. armigera; H. zea; Life table; Host crops; Insect resistance management;
Bt crops

3.1 Introducéao

Fatores econ6micos e operacionais tém limitado o uso de ferramentas do
Manejo Integrado de Pragas (MIP) em muitas regides produtoras de graos e fibras no
Brasil. Ocupando 45,7 milhdes de hectares, mais de 90% da area total do pais de
soja, milho e algoddo € semeada com culturas transgénicas que se tornaram a
principal ferramenta para o0 manejo de insetos pragas e plantas daninhas (CELERES,
2016). No entanto, o plantio continuo e sucessivo de extensas areas com culturas que
expressam genes de Bacillus thuringiensis Berliner tem acarretado em intenso
processo de selecdo e evolucao de populagdes de pragas resistentes (FARIAS et al.,
2013; BERNARDI et al., 2015; OMOTO et al., 2016). No Brasil, trinta e trés eventos
gue expressam proteinas Bt para o controle de insetos sao autorizados para o plantio
comercial (CTNBIO, 2016). Apesar da abundéncia de eventos, reduzido niumero de
proteinas € utilizado para o controle das pragas-alvo, formadas pelo grupo das

proteinas Cry e apenas uma proteina VIP.
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Neste cenario, a dispersdo de pragas polifagas na paisagem traz
desafios para o manejo de resisténcia a culturas Bt. Diversos estudos tém demostrado
o0 intenso movimento de pragas polifagas entre diferentes hospedeiros cultivados em
regides do Brasil (MARTINELLI et al., 2006; DOMINGUES et al., 2012; ALBERNAZ et
al.,, 2012; LEITE et al., 2014). Diversas estratégias sao propostas para retardar o
processo de evolucdo da resisténcia de pragas a culturas Bt. No entanto, o uso de
tecnologias que expressam “Alta Dose” associadas ao plantio de culturas n&o-Bt que
funcionem como areas de reflgio tem se mostrado como estratégia mais eficiente
(TABASHNIK; GOULD; CARRIERE, 2004). Como pressuposto para 0 sucesso desta
estratégia, esta o plantio de refagio em tamanho e distancia apropriados, permitindo
gue insetos nao selecionados se desenvolvam e se acasalem aleatoriamente (GOULD
1998; HUANG; ANDOW; BUSCHMAN 2011). Por exemplo, o uso de hospedeiros
alternativos a cultura Bt pela praga alvo pode auxiliar a diluir os alelos de resisténcia.
Em determinadas regides dos Estados Unidos, populacdes de H. zea sdo compostas,
em grande numero, por individuos que se desenvolveram em plantas de soja e
algodéo, sendo fonte de insetos suscetiveis para a cultura do milho Bt (HEAD et al.,
2010).

Espécies do género Helicoverpa sao altamente polifagas e atacam
grande variedade de hospedeiros cultivados e ndo cultivados em todo o mundo
(KOGAN et al.,1989; MITTER; POOLE; MATTHEWS, 1993). Helicoverpa armigera
(Hubner) é considerada como uma das mais importantes espécies de praga da
agricultura no mundo (TAY et al.,, 2014). A espécie € amplamente disseminada na
Europa, na Africa, na Asia e na Australia, onde tem causado danos extensivos em
uma variedade de culturas (PONGUE, 2004; ZALUCKI et al.,1986; CUNNINGHAM,;
ZALUCKI, 2014). Recentemente, esta espécie foi identificada no Brasil e outros
paises da América Latina (CZEPAK et al., 2013; SOSA-GOMEZ et al., 2016). Diversos
estudos também indicam o potencial risco de sucesso de invasao de H. armigera em
paises da America do Norte (ZALUCKI; FURLONG, 2005; KRITICOS et al., 2015), ja
havendo relato de interceptacdo da espécie, em Porto Rico em 2014 (Animal and
Plant Health Inspection Service of the United States Department of Agriculture (USDA-
APHIS) (NAPPO, 2014) e também na parte continental do Estados Unidos da América
em 2015 (ANONIMO, 2015). Outra espécie polifaga conhecida por causar danos em
diversas culturas, Helicoverpa zea (Boddie) é uma espécie nativa das Américas

(BERGVINSON 2005). A espécie tem grande importancia econdmica, principalmente
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por causar danos em plantas da familia Poacea, sendo também encontrada em
diversas plantas de outras familias (BLANCO et al., 2007). No Brasil, H. zea é
reconhecida como lagarta-da-espiga do , podendo causar danos econdmicos com
frequéncia na cultura do milho, com infestacdes em até 90% das espigas e reduzindo
em até 8% a produtividade do milho (CRUZ et al., 1997).

A simplificacdo de sistemas agricolas brasileiros tem se baseado em
poucos cultivos e ganho em escala pelo aumento do tamanho das areas. Entretanto,
diversos autores tém demonstrado que estas mudancas temporais e espaciais na
paisagem tém contribuido para o aumento populacional de pragas polifagas
(MATSON et al., 1997; BIANCHI et al., 2003, 2006; MARTINELLI et al., 2006, 2007;
FARIAS et al., 2014; BERNARDI et al., 2015). A habilidade de H. armigera em
colonizar diversos hospedeiros simultaneamente em diferentes regides ao longo do
ano é reconhecida como o principal fator que define o tamanho e a manutencéo
populacional (PASHLEY, 1988; FITT, 1989; NAGOSHI; MEAGHER, 2008). No
entanto, espécies consideradas polifagas apresentam diferentes niveis de polifagia e
preferéncia por determinadas espécies e estagios da planta (LIU et al.,, 2004). O
entendimento destes padrdes de utilizacdo de diferentes fontes de alimento é
aplicavel no manejo de paisagem como um todo. Na Australia, por exemplo,
Helicoverpa punctigera (Wall.) esta associada a plantas dicotiledéneas, enquanto H.
armigera ocorre em ambos 0s grupos, monocotiledéneas e dicotiledéneas (FITT,
1989; WALTER; BENFIELD, 1994). O maior grau de polifagia de H. armigera,
associado a outras caracteristicas, permite que a espécie se estabeleca localmente ao
longo do ano, enquanto picos populacionais de H. punctigera sejam observados
apenas na primavera, com a chegada de adultos em migracdo (OERTEL et al., 1999).
Na China, como outro exemplo deste comportamento, o plantio de refigio de algodao
nao € requerido para o manejo da resisténcia de algoddao Bt (WU; GUO, 2005). A
abordagem utilizada na China é sustentada pelo alto grau de polifagia de H. armigera
e pela abundéancia de plantas hospedeiras ndo- Bt, proporcionando reflgios naturais
suficientes para retardar a evolucao de resisténcia. Além da disponibilidade de plantas
hospedeiras ndo Bt, o pequeno tamanho das propriedades na China, juntamente com
a elevada mobilidade de H. armigera, sdo apontados como fatores que contribuem
para o sucesso da estratégia de reflgio natural para H. armigera (WU; GUO; GAO,
2002; BEHERE et al., 2008).
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No Brasil, a incidéncia de Helicoverpa spp. em altas densidades tem
resultado em perdas econémicas em diversas regides e culturas (TAY et al., 2013). A
espécie esta associada a diversos hospedeiros, mas, principalmente, atinge as
culturas dicotiledoneas, como soja, feijao e algoddo, e, em menor intensidade, as
culturas monocotiledéneas, como milho (LEITE et al., 2015). Padrées de populacbes
de H. armigera do Brasil diferem de populacdes da Australia, onde as culturas do
sorgo e milho sado preferidas pela espécie em relacdo a cultura do algodao (JALLOW;
ZALUCKI, 1995, 1996). De maneira semelhante, indicios de preferéncia também entre
populacdes de H. zea do Brasil, sendo encontradas quase que exclusivamente na
cultura do milho (LEITE et al., 2015). Nos Estados Unidos da América, a espécie €
uma praga importante para as culturas da soja e do algodao (GORE et al., 2000).

Neste contexto, o estudo dos parametros biolégicos e demograficos de
H. armigera e H. zea em diferentes hospedeiros € uma ferramenta imprescindivel para
0 sucesso de programa de Manejo Integrado de Pragas (MIP). Entender a
contribuicdo de cada hospedeiro para a formacdo da populagdo, bem como as
principais culturas responsaveis pelos surtos populacionais que infestam outras
culturas, torna possivel o manejo em ambito regional. Adicionalmente, estratégias
visando o Manejo da Resisténcia de Insetos (MRI) a culturas Bt, em cenarios onde
existe dispersado temporal e espacial de pragas, tendem a serem mais complexos,
visto que diferentes culturas expressam as mesmas proteinas (ou similares) para o

controle das mesmas espécie polifagas espécies polifagas.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Coleta de Helicoverpa spp. em diferentes culturas e regides

Os individuos utilizados nas identificacbes das espécies e no estabelecimento
das col6nias em laboratorio foram coletados em areas comerciais, de acordo com a
autorizagcdo concedida pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(Sisbio) do Ministério do Meio Ambiente para as empresas contratadas SGS Gravena
(Sisbio licenca # 10018-1) e PROMIP (Sisbio licenca # 40380 -2).

Coletas de Helicoverpa spp. foram realizadas nas safras 2013/14, 2014/15 e
2015/16, em regides com expressiva producdo de graos e fibras do Brasil. O método

consistiu na coleta direta de lagartas em areas comerciais de cultivos ndo-Bt de soja,
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milho, algoddo e milheto (Tabela 3.1). As lagartas coletadas foram mantidas em dieta
artificial até a fase de pupa (KASTEN et al., 1978). ApGs a emergéncia, os adultos
foram armazenados em freezer para posterior identificacdo da espécie, cujas

metodologias estdo descritas a seguir.
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Tabela 3.1 - Identificacdo das coletas de Helicoverpa spp. em diferentes regides e
culturas nas safras de 2013/14, 2014/15 e 2015/16

Safra Cultura  Municipio UF Latitude Longitude
Milho Casa Branca SP  21°50'41.1"S 46°59'39.0"W
Milho Cascavel PR  24°49'46.3"S 53°26'49.0"W
Milho Jaboticabal SP 21°12'27.8'S  48°19'37.0"W
Milho Londrina PR 23°26'38.2"S  51°06'04.8"W
Milho Monte Castelhano RS 28°14'55.2"S  52°06'43.5"W
Milho Montividiu GO 17°22'28.8"S 51°13'23.3"W
Milho Passo Fundo RS 28°06'20.8"S  52°21'32.2"W
Milho Pirai do Sul PR 24°29'54.5"'S  49°54'12.1"W
Milho Primavera do Leste MT  15°35'34.5"S 54°05'08.8"W
2013/14 Milho Uberaba. MG 19°39'50.4"S  47°56'58.3"W
Milho Uberlandia MG 19°06'27.8"S  48°06'42.5"W
Milheto  Rosério BA 12°51'42.4"S  45°29'05.4"W
Algoddo Chapadao do Céu GO 18°35'01.1"S  52°46'30.5"W
Algoddo Ranchao das Neves BA 11°40'15.3'S  45°40'10.2"W
Algoddo Rondonopolis MT 16°18'53.0"S  54°38'27.0"W
Algoddo Sapezal MT 12°49'05.5"S  58°46'02.7"W
Soja Chapadéo do Sul MS 19°04'25.6"S  52°51'27.9"W
Soja Luis Eduardo Magalhdes BA  11°52'05.5"S  46°10'39.1"W
Soja Primavera do Leste MT 15°26'22.4"S  54°10'44.7"W
Soja Rolandia PR 23°14'34.9'S  51°26'14.7"W
Soja Ponta Grossa PR  25°15'02.6"S 50°07'21.7"W
Algoddo Sé&o Desedério BA 12°26'27.7"S  45°26'47.0"W
Algoddo Correntina BA 13°13'49.1"S  45°30'42.8"W
Soja Viradouro SP  20°52'38.8"S  48°22'35.0"W
Soja Lucas do Rio Verde GO 12°58'15.7'S  56°08'20.9"W
2014715 Soja Primavera do Leste MT 15°36'15.4"S  54°03'42.2"W
Soja Luis Eduardo Magalhdes BA  12°11'27.9"S  45°46'28.5"W
Milho Rio Verde GO 17°44'50.1"S  51°05'03.9"W
Milho Ponta Grossa PR 25°14'31.3"S  50°06'17.4"W
Milho Londrina PR 23°39'19,4"S  51°04'19,0"W
Milho Montividiu GO 17°49'96,1"S 50°34'84"W
Milho Conchal SP  22°24'10,8"S 47°06'54"W
2015/16 M?Iho Paranavai PR  23°41'25,8"S  51°00'05,6"W
Milho Conchal SP  21°15'19,6"S 48°22'0,5"W
Milho Sumaré SP 22°53'23,73"S 47°15'53,21"W
Milho Tamarana PR  29°44'10.5"S  53°28'58.1"W
Milho Restinga Seca RS 29°44'10.5"S  53°28'58.1"W
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3.2.2 Estabelecimento e criacdo de H. armigera e H. zea em laboratério

Para estudos comparativos de biologia, foram isoladas em laborat6rio
colonias de H. armigera e H. zea. As coldnias foram formadas a partir de coletas de
lagartas em campo. Cerca de 1000 lagartas de H. armigera foram coletadas na cultura
da soja no municipio de Montividiu (Goias) durante as primeiras infestacfes da praga
na safra 2013/14. A colbnia de H. zea foi formada com a coleta do mesmo namero de
individuos na cultura do milho (estagio reprodutivo R3) no municipio de Casa Branca
(Sao Paulo) na safra de 2013/14. Os individuos de cada coleta foram mantidos em
dieta artificial até a fase de pupa (KASTEN et al., 1978). Ap6s a emergéncia, adultos
de cada coleta foram mantidos em gaiolas de acasalamento de tubos de PVC (20 cm
de altura x 14,5 de diametro), com revestimento interno de papel jornal, e fechadas na
parte superior com tecido do tipo voil. Ap6s o acasalamento, todos os individuos
adultos de cada colénia foram retirados das gaiolas e identificados, por meio de
pardmetros morfoldgicos da genitalia (BAMBRILA, 2009; POGUE, 2004). Este
procedimento foi repetido a cada geracdo e as colonias foram consideradas puras
diante da auséncia de mistura de espécies. Para segunda confirmacado, cerca de
quinze individuos de cada coldnia de H. armigera e de H. zea foram coletados néo
sistematicamente e identificados por meio da andlise da sequéncia do gene citocromo
C oxidase subunidade | (COI) (BEHERE et al., 2008).

3.2.3 Biologia de Helicoverpa spp. em diferentes hospedeiros

3.2.3.1 Producéo de estruturas vegetativas e reprodutivas

As principais culturas hospedeiras de Helicoverpa spp. foram semeadas em
casa de vegetacao para a producao de tecidos (Tabela 3.2). Cada espécie hospedeira
foi semeada em diferentes épocas e quantidades, certificando de que todos
hospedeiros estivessem no estadio reprodutivo durante o inicio dos bioensaios. As
culturas foram conduzidas de acordo com as boas praticas agricolas com auséncia,

de aplicacéo de inseticidas durante o ciclo de desenvolvimento.
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Tabela 3.2 - Identificacdo das espécies hospedeiras e das estruturas utilizadas para o

trabalho de biologia de lagartas de Helicoverpa spp

Estruturas oferecidas nos periodos larvais

Cultura Materiais

0 a 4 dias 5 dias a pré-pupa
Soja MG/BR 46 folhas folhas e vagens
Algodéo Delta Opal folhas folhas, botdes florais e macéas
Milho DKB390 estilos-estigmas Estilos — estigma e espiga
Milheto ADR300 inflorescéncia panicula
Sorgo AG1060 Inflorescéncia panicula

3.2.3.2 Desenvolvimento e sobrevivéncia de Helicoverpa spp.

A avaliacdo dos parametros biolégicos de H. armigera e H. zea em
diferentes hospedeiros foi feita por meio de bioensaios em condi¢bes de laboratério.
Adultos recém-emergidos foram colocados em gaiolas para acasalamento feitas com
tubos de PVC (20 cm de altura x 14,5 de diametro) e alimentados com solucdo de mel
a 10%. Quatro dias apés a emergéncia dos adultos, 30 casais foram individualizadas
em gaiolas do mesmo modelo para acasalamento e ovopisicdo. Ovos do quarto dia
foram coletados e mantidos em camara climatizada (temperatura: 27 + 1 °C, umidade
relativa: 60 + 10%; fotoperiodo: 14 horas) até a eclosédo. Placas de bioensaio
contendo 128 células (BIO-BA-128 CD International Inc. Pitman, NJ) foram
previamente preparadas com solucdo de agar-agua a 2,5% e discos de papel filtro.
Para montagem das placas com os hospedeiros soja e algoddo, foram retirados
discos foliares de folhas ndo expandidas localizadas do terco superior das plantas.
Para os hospedeiros milheto e sorgo, partes das inflorescéncias foram transferidas
para as células, enquanto que, para o milho, foi utilizado o estilo-estigma para a
alimentacdo das neonatas (Tabela 3.2). Cada célula foi infestada com uma neonata,
as placas foram seladas com tampa adesiva (Bio-CV-16; CD International Inc.,
Pitman, NJ, EUA) e, em seguida, incubadas em uma camara climatizada (temperatura
27 £ 2 ° C, 60 + 10% de umidade relativa e 14 horas de fotoperiodo) por quatro dias.

Apoés o periodo de desenvolvimento inicial, de quatro dias, as lagartas
sobreviventes foram transferidas para placas de 16 células (Advento do Brasil, Sdo

Paulo, Brasil) contendo solucdo agar-agua a 2,5% e pedaco de papel filtro para a



66

manutencdo da umidade. As placas de 16 células continham estruturas reprodutivas
de plantas com a mesma idade das plantas das quais foram retirados os discos
foliares. Para os tratamentos de soja e algodédo, além de pedacos de folhas nao
expandidas, foram também oferecidas estruturas reprodutivas (Tabela 3.2). Folhas e
estruturas reprodutivas foram substituidas a cada dois dias até o fim da fase larval de
cada tratamento. Os parametros biologicos avaliados foram: duracdo e viabilidade de
ovos, larvas, pupas e ciclo total (de ovo a adulto), peso de pupas, razdo sexual,
longevidade de fémeas e duracdo do periodo de ovopisicdo. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, contendo oito repeticdes por tratamento,
sendo cada repeticdo constituida de 16 larvas neonatas, com total de 128 larvas
testadas para cada hospedeiro e espécie de inseto praga. Para analise dos dados, foi
utilizado o pacote estatistico JMP® (The SAS Institute, Cary, NC, USA). Os dados
obtidos a partir do bioensaio em laboratério (x) foram transformados em V(x+0,5)) e
submetidos a analise de variancia e as médias de cada parametro foram comparadas

entre hospedeiros e espécies pelo teste Tukey (P < 0,05).

3.2.4 Identificacdes de Helicoverpa spp. coletadas em diferentes hospedeiros

no campo

Os individuos de Helicoverpa spp. coletados em diferentes culturas
foram identificados a partir de analises morfolégicas e moleculares. Todos os
individuos coletados durante as safras de 2013/14 e 2015/2016 foram identificados
pela morfologia da genitalia de machos adultos. O método consistiu na dissecacéo da
genitalia masculina e na montagem de laminas para avaliacdo das estruturas que
compdem o O6rgdo masculino. Algumas estruturas presentes na genitalia masculina
foram importantes na diferenciacdo das duas espécies. Entretanto, a presenca de trés
lobos na base da vesica de machos de H. zea, em contrapartida a um Unico lobo na
base da vesica de machos de H. armigera, foi a caracteristica mais evidente para a
identificacdo (POGUE, 2004; SPECH et al., 2013).

Os demais individuos, coletados durante a safra de 2014/15, foram
identificados por meio da analise do fragmento da sequéncia do gene mitocondrial
citocromo oxidase | (COIl) (BEHERE et al., 2008; TAY et al., 2013). Amostras de DNA
gendmico foram extraidas a partir do torax macerado dos individuos coletados em

campo, utilizando o kit de extracdo (STRATEC Molecular, Berlin, Gemany), de acordo
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com as instrucdes do fabricante. O fragmento do gene COI foi amplificado por meio
reacdes de PCR (Polymerase chain reaction) (FOLMER et al., 1994; BEHERE et al.,

2008).

3.3 Resultados

3.3.1 Efeito do hospedeiro no desenvolvimento,

na reproducdo e nos

pardmetros demogréaficos de H. armigera e H. zea

3.3.1.1 Desenvolvimento de estagios imaturos

Apesar de ambas as espécies serem conhecidas como pragas polifagas,

diferentes nives de viabilidade e desenvolvimento foram observados entre H. armigera

e H. zea de acordo com a planta hospedeira. Neonatas de H. armigera foram capazes

de se desenvolver com sucesso até a fase adulta em todos os hospedeiros avaliados

(Tabela 3.3). Entretanto, os valores de viabilidade de lagartas (F = 21,1; gl = 4, 15; P
<0,0001), pupas (F = 6,41; gl = 4, 12; P <0,0053) e total (ovo-adulto) (F = 14,2; gl = 4,
12; P <0,0002) diferiram significativamente de acordo com o hospedeiro de

alimentacao.

Tabela 3.3 - Viabilidade (porcentagem) dos estagios de H. armigera em diferentes

hospedeiros

Viabilidade do estégio (%) (+ erro padrdo)*

Hospedeiro

n Ovo n Lagarta n Pupa Ovo-Adulto
Algodéo 359 746+33a 128 640+2,7a 59 86,7+64a 416=*41la
Milheto 236 676+34a 128 67,2x21a 46 549+35Db 248+13Db
Milho 131 729+114a 128 23,4x6,0c 27 926+43a 154+34Db
Soja 180 77,2+110a 128 289+4,7bc 31 855%6,2a 18,8+2,7b
Sorgo 160 70,0£7,3a 128 43,7+x44b 40 729+104ab 219+32b

! Valores representam médias + EP.

cada coluna (médias seguidas pelas mesmas

significativamente entre si)

Uma ANOVA foi conduzida entre os tratamentos para

letras na coluna nao diferenciam
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Lagartas alimentadas com folhas jovens e estruturas reprodutivas de
algoddo e milheto tiveram as maiores Vviabilidades em relacdo aos demais
hospedeiros, diferindo dos demais tratamentos pelo teste de separacdo de médias.
Milho e soja foram as culturas menos favoraveis ao desenvolvimento das lagartas,
com cerca de 20 a 30% de viabilidade, respectivamente. Em termos gerais, pupas de
H. armigera desenvolvidas a partir das gramineas milheto e sorgo geraram menor
namero de adultos que os demais hospedeiros. Apesar da menor sobrevivéncia larval,
as maiores viabilidades foram encontradas em pupas desenvolvidas em espigas de
milho (92,6%). Com excecdo da viabilidade de pupas desenvolvidas a partir de
milheto, ndo houve diferenciacdo entre os valores de viabilidade dos demais
hospedeiros pelo teste de separacdo de médias. Apesar das variacbes causadas
pelos hospedeiros em diferentes fases imaturas, o algodédo foi o hospedeiro que
resultou na maior viabilidade para o ciclo total de H. armigera (41%) (ovo-adulto),

diferindo dos demais hospedeiros pelo teste de separacdo de médias.

Tabela 3.4 - Duracédo (dias) dos estagios de H. armigera em diferentes hospedeiros

Durac&o do estégio (dias) (+ erro padréo) *

Hospedeiro
Ovo Lagarta Pupa Ovo-Adulto
Algodéo 36+0,1a 159+0,1e 12,98 +0,2a 31,9+0,2e
Milheto 34+0,2a 20,8+0,2c 13,3+0,2a 36,6+0,3c
Milho 34+0,2a 23,0+0,1a 12,6 £0,4 a 38,6+0,4a
Soja 32+0,1a 16,0+£0,1d 13,8+0,3a 32,8+0,3d
Sorgo 2,7+0,2a 21,0£0,2b 13,4+0,2a 37,2+0,3b

! Valores representam médias * erro padrdo. Uma ANOVA foi conduzida entre os tratamentos
para cada coluna (médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferenciam

significativamente entre si)

Além de afetar a viabilidade das fases imaturas de H. armigera, a alimentagcao
em diferentes hospedeiros resultou em variagdes significativas na duracéo de lagartas
(F = 449,8; gl = 4, 186; P <0,0001). Houve grande diferenca do periodo de
desenvolvimento para cada hospedeiro, sendo a cultura do algodao resultando em
menor tempo de desenvolvimento (cerca de 15 dias) e o milho teve o maior tempo

(cerca de 23 dias). As variagcdes no tempo de desenvolvimento de H. armigera
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afetaram de forma significativa o periodo total de desenvolvimento (ovo-adulto) (F =
156,8; gl = 4, 131; P <0,0001).

Além de interferir diretamente na viabilidade, o alimento também foi fonte de
variagcdo no periodo de desenvolvimento de lagartas, com diferenga significativa entre
os resultados (Tabela 3.4, F = 0,0; gl = 0,0; P = 0,001). Lagartas de H. armigera que
se alimentaram de estruturas de algodé&o e soja apresentaram periodo larval cerca de
4 dias menor em relacdo aos demais tratamentos. A viabilidade e o tempo de
desenvolvimento de lagartas n&o tiveram relagdo com o peso de pupas de H.
armigera; j& pupas mais pesadas derivaram dos hospedeiros milho e milheto.

Apesar da similaridade em diversos parametros morfolégicos e genéticos com
H. armigera, lagartas de H. zea ndo foram capazes de completar o periodo larval em
todos as plantas hospedeiras avaliadas. Neonatas de H. zea foram capazes de se
alimentar inicialmente de estruturas de soja, algodao e sorgo. No entanto, altos nives
de mortalidade, logo nos primeiros dias da fase larval, demonstraram que estas

culturas ndo foram apropriadas para a alimentagcéo da espécie (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 - Viabilidade (porcentagem) dos estagios de H. zea em milho e milheto

Viabilidade do estagio (%) (+ erro padréo)*

Hospedeiro
n Ovo n Lagarta* n Pupa Ovo — Adulto
Milheto 60 550+58 128 164+26 19 798+81 7,3+1,47
Milho 100 57,0+124 128 18,7+49 19 854+85 8,46+1,52

! Valores representam médias + EP. Uma ANOVA foi conduzida entre os tratamentos para

cada coluna. *Houve diferenca significativa (teste de t a P< 0,05) entre os tratamentos

Neonatas de H. zea completaram o dsenvolvimente em milho e milheto,
gerando adultos férteis. No entanto, foi observada diferenca significativa na viabilidade
de lagartas alimentadas em diferentes hospedeiros (F = 16,0; gl =1, 12; P <0,0001). O
periodo para o desenvolvimento larval foi reduzido em cerca de cinco dias para
lagartas que se alimentaram em milho (F = 88.3; gl = 1, 42; P <0,0001) e,
consequentemente, com reducéo no periodo de desenvolvimento total (ovo-adulto) (F
=93,8; gl =1,31; P <0,0001) (Tabela 3.6).
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Tabela 3.6 - Duracao (dias) dos estagios de H. zea em diferentes hospedeiros

Durac&o do estagio (dias) (+ erro padréo) *

Hospedeiro
Ovo Larva* Pupa Ovo-Adulto*
Milheto 3,3+0,3 25,0+0,1 12,4+£0,3 40,4 +0,3
Milho 3,6+0,2 20,7+0,4 115+04 354+04

! Valores representam médias + EP. Uma ANOVA foi conduzida entre os tratamentos para
cada coluna. *Houve diferenca significativa (teste de t a P< 0,05) entre os tratamentos

Outro parametro importante de desenvolimento de H. armigera afetado
significativamente pelo hospedeiro foi o peso de pupas (F = 115,9; gl = 1, 281; P
<0,0001) (Figura 3.1). Pupas de H. armigera apresentaram maior peso quando
tiveram milho e milheto como hospedeiros. Apesar de mais pesadas em relacdo a
espécie anterior, pupas de H. zea nao diferiram significativamente em relacdo ao peso

(F = 115,9; gl = 1, 281; P <0,0001).

500
400
300

200 -+

Peso de pupa (mg)

100 +

Algodao Milheto Milho Soja Sorgo

Hospedeiro

Figura 3.1 - Peso de pupa (mg) de H. armigera e H. zea obtidas a partir de diferentes
hospedeiros. Valores representam médias + erro padrdao. Uma ANOVA
foi conduzida entre os tratamentos para cada espécie. Houve diferenca
significativa (Teste de Tukey a P< 0,05) apenas para o peso de pupas de
H. armigera (médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nao
diferenciam significativamente entre si)
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3.3.1.2 Parametros da fase adulta

A razéo sexual elogenvidade de machos e fémeas sao apresentados na
Tabela 3.7. Em comparagdo aos imaturos, a fase adulta ndo foi afetada
significativamente pelo hospedeiro de alimentacdo para os parametros de razao
sexual e longevidade (macho e fémea) em H. armigera (F = 0,058; gl = 4, 206; P =
0,6767) e em H. zea (F = 0,060; gl = 1, 32; P = 0.806). Adultos de H. zea
sobreviveram por cerca de 8 dias, enquanto adultos e H. armigera sobreviveram por

cerca de 13 dias.

Tabela 3.7 - Comparacdo dos parametros biolégicos de adultos de H. armigera e H.

zea em diferentes hospedeiros

Parametros bioldgicos *

Hospedeiro H. armigera H. zea

Razio Longevidade (dias) Razio Longevidade (dias)

sexual Fémea Macho sexual Fémea Macho
Algodéo 0,6+0,1a 135+06a 13,8+x0,9a ) - -
Milheto 05+00a 120+12a 128:08ab (g.01 86+20 82+20
Milho 05+0la 124*l4a 114x1lab (7,01 g80+10 106+09
Soja 05+0,1a 145+14a 92+0,83Db - - -
Sorgo 05+x0,1a 125+15a 152+14a - - -

! Valores representam médias + EP. Uma ANOVA foi conduzida entre os tratamentos para
cada coluna (médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferenciam

significativamente entre si)

Os valores de fertilidade de fémeas de H. armigera e H. zea séo
apresentados na Tabelas 3.8 e 3.9. Ambas as espécies, H. armigera e H. zea,
geraram descendentes férteis nos hospedeiros que sustentaram as fases imaturas.
No entanto, o numero total e o numero diario de ovos variou significativamente, de
acordo com o hospedeiro de alimentagéo das lagartas de H. armigera (F = 7,61; gl =
4,69; P <0,0001) e nao variando para H. zea (F = 0,890; gl = 1, 8; P = 0,3718).
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Fémeas de H. armigera tiveram, em meédia, producéo total de 426,43 ovos (Erro
Padrao + 46,0), similar ao niumero de H. zea média de 512,2 (Erro Padrao + 56,2).

Tabela 3.8 - Comparacdo dos parametros bioldgicos de H. armigera em diferentes

hospedeiros

Parametros reprodutivos® (+ erro padréo) *

Hospedeiro
Total de ovos / Fémea Ovos dia / Fémea % Ecloséo
Algodédo 773,3+96,8a 1325+176a 745+ 33a
Milheto 253,7+£57,3b 64,7+ 10,7b 67,6 +3,3a
Milho 255,2+67,1b 47,1+10,2b 729+114a
Soja 408,6 +120,4 b 89,8+ 21,2ab 772+110a
Sorgo 296,8 £ 78,54 b 65,4+ 9,6 ab 700+x7,3a

! Valores representam médias + EP. Uma ANOVA foi conduzida entre os tratamentos para
cada coluna (médias seguidas pelas mesmas letras na coluna nao se diferenciam

significativamente entre si)

Fémeas de H. armigera produziram as maiores quantidades de ovos
guando derivadas de algodao, diferindo dos demais tratamentos pelo teste de
separacdo de médias. A quantidade de ovos depositados por dia também foi afetada
significativamente pelo hospediro (F = 4,86; gl = 4, 57; P = 0,0019). Os parametros de
reproducao em adultos de H. zea ndo foram afetados pelo hospedeiro, como o total de
ovos por fémea (F = 0,890; gl = 4,8; P = 0,3718), numero de ovos por dia (F = 1,55; gl
=1,4; P =0,2798) e porcentagem de ecloséo (F = 0,013; gl =1,6; P = 0,9106) (Tabela
3.9). Fémeas de H. zea depositaram maiores numeros de ovos por dia, 0o que
compensou a menor longevidade de fémeas para o numero total de ovos. Para H.
armigera, a eclosdo também nao foi significativamente em relacdo ao hospedeiro,
tendo os tratamentos néo diferido pelo teste de separacédo de médias (F = 0,303; gl =
1,49; P = 0,8742).
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Tabela 3.9 - Comparagdo dos parametros biologicos de H. zea em diferentes

hospedeiros

Parametros reprodutivos® (+ erro padréo) *

Hospedeiro :
Total de ovos / Fémea Ovos dia / FEmea % Eclosao
Milheto 425,4 + 155,3 79,0+x14,4 55,0£5,7
Milho 599,0 + 97,8 103,0 £ 16,9 57,0+ 12,4

! Valores representam médias + erro padrdo. Uma ANOVA foi conduzida entre os tratamentos
para cada coluna. Ndo houve diferenca significativa (teste de t a P< 0,05) entre os tratamentos

3.3.1.3 Tabela de vida de H. armigera em diferentes hospedeiros

Os resultados dos parametros de tabela de vida estimados para H.
armigera sao apresentados nas Tabela 3.10. A taxa liquida de reproducéo R, variou
significativamente de acordo com hospedeiro de alimentagdo. O maior valor de taxa
liquida de reproducdo (Ro) foi observado para algodédo (194,9 + 24,4), que foi em
meédia cerca de quatro vezes maior que os demais hospedeiros. Dentre estes, o milho
afetou o valor de Ry negativamente em relacdo aos demais hospedeiros (17,8 * 4,32).
A maior taxa intrinseca de crescimento populacional (ry) (0,143 + 0,003) e de razéo
finita de aumento populacional (A) (1,154 * 0,004) também foi observada para
algodao, diferindo significativamente dos demais tratamentos. O tempo médio para
uma geracao (T) de H. armigera foi cerca nove dias menor (36,9 + 0,4) em algodao
comparado com o maior tempo para o desenvolvimento de uma geracdo em milho

(46,3 £ 0,6). Soja e algodéo diferiram dos demais tratamentos.
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Tabela 3.10 - Pardmetros de crescimento populacional (média + erro padrao) de H.
armigera em diferentes hospedeiros

_ Parametros de crescimento populacional ®°
Hospedeiro
Ro Im A T
Algodéo 1949+244a 0,143+ 0,003a 1,154+0,004a 369+04a
Milheto 48,7+75Db 0,087 = 0,003 b 1,09+£0,004b 448+0,2d
Milho 17,8+4,32¢c 0,061 + 0,005 ¢ 1,06 + 0,004c 46,3+x06¢e€
Soja 46,6 +12,3b 0,097 +£ 0,007 b 1,10+ 0,003b 39,2+0,3cC
Sorgo 489+75Db 0,090 + 0,007 b 1,09+£0,003b 42,1+0,3b

% Ro — taxa liquida de reproducéo (fémeas por fémea por geracéo); r,— taxa intrinseca de
crescimento populacional (por dia); A— razéo finita de aumento da populacdo e T— tempo
médio de uma geracéo (dias)

® Valores representam médias * erro padrdo. Uma ANOVA foi conduzida entre os tratamentos
para cada coluna (médias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo se diferenciam

significativamente entre si)

Os resultados dos parametros de tabela de vida estimados para H. zea
sdo apresentados na Tabela 3.11. Os dois hospedeiros foram capazes de sustentar H.
zea até a fase reprodutiva ndo diferiram para os parametros de razdo finita de
aumento populacional (A) e tempo médio para uma geracao (T). No entanto, valores
de taxa liquida de reproducdo Rg e taxa intrinseca de crescimento populacional (ry)
em milho foram significativamente maiores quando H. zea foi alimentada em milho,

diferindo estatisticamente de milheto.
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Tabela 3.11 - Parametros de crescimento populacional (média + EP) de H. zea em

milho e milheto

_ Parametros de crecimento populacional "
Hospedeiro
Ro* rm* A T*
Milheto 235+55 0,067 + 0,004 1,06 + 0,005 46,6 + 0,1
Milho 33,5+ 5,47 0,075+ 0,003 1,07 + 0,005 46,2 + 0,4

% Ro — taxa liquida de reproducdo (fémeas por fémea por geracéo); r,— taxa intrinseca de
crescimento populacional (por dia); A— razao finita de aumento da populacdo e T— tempo
médio de uma geracéo (dias)

® Valores representam médias + EP. Uma ANOVA foi conduzida entre os tratamentos para
cada coluna. *Houve diferenga significativa (Teste de t, P < 0,05) entre os valores de Ro —
taxa liquida de reproducédo (fémeas por fémea por geracdo) e r,— taxa intrinseca de

crescimento populacional (por dia)

3.3.1.4 Ocorréncia de Helicoverpa spp. em diferentes plantas hospedeiras no

campo

Foram identificados com sucesso 960 individuos oriundos de trinta e seis
amostragens realizadas nas safras de 2013/14, 2014/15 e 2015/16. Os resultados das
identificagcbes mostraram que ambos os métodos foram eficientes para diferenciacédo
de adultos de H. armigera e H. zea. No entanto a identificacdo por meio de
parametros morfoldégicos da genitalia de adultos se mostrou mais viavel
economicamente e com resultados mais rapidos em comparag¢do com a identificacéo
molecular (safra 2014/15). No entanto, a eficiéncia de identificacbes utilizando
parametros morfolégicos depende da integridade fisica de amostras recebidas do
campo e do laboratério. Outra desvantagem é se basear em estruturas presentes
apenas em machos, consequentemente, sendo descartadas cerca de 50% das
amostras recebidas (fémeas). Do total de 989 individuos, 596 foram identificados
como H. armigera (60,3%) e 393 como H. zea (39,7%). H. zea foi encontrada apenas
na cultura do milho, com excecdo de um Unico individuo coletado na cultura do

algodao e outro na soja (Tabela 3.12).
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Tabela 3.12 - Safra de coleta, cultura, localizacdo e nimero de individuos de H.

armigera e H. zea identificados em cada amostragem

Espécie
Safra Cultura Municipio Estado :
H. armigera  H. zea
Milho Casa Branca SP 0 19
Milho Cascavel PR 0 39
Milho Jaboticabal SP 0 46
Milho Londrina PR 0 29
Milho Monte Castelhano RS 1 18
Milho Montividiu GO 4 27
Milho Passo Fundo RS 1 17
Milho Pirai do Sul PR 0 21
Milho Uberaba MG 0 14
2013/14  Milho Uberlandia MG 0 25
Milheto Rosério BA 60 0
Algoddo Chapadao do Céu GO 58 0
Algoddo Ranchao das Neves BA 44 0
Algoddo Rondonépolis MT 104 1
Algoddo  Sapezal MT 12 0
Soja Chapadéo do Sul MS 46 0
Soja Luis Eduardo Magalhées BA 55 0
Soja Primavera do Leste MT 24 0
Soja Rolandia PR 25 0
Soja Ponta Grossa PR 43 0
Algoddo Sé&o Desedério BA 10 0
Algoddo  Correntina BA 24 0
Soja Viradouro SP 20 0
Soja Lucas do Rio Verde GO 14 0
2014/15 Soja Primavera do Leste MT 12 0
Soja Luiz Eduardo Magalhaes BA 10 1
Milho Rio Verde GO 0 26
Milho Ponta Grossa PR 0 10
Milho Londrina PR 0 10
Milho Montividiu GO 0 20
Milho Conchal SP 0 10
Milho Paranavai PR 0 10
2015116 \jiho  conchal SP 0 10
Milho Sumare SP 0 10
Milho Tamarana PR 0 10
Milho Restinga Seca RS 0 20
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O grande nuamero de individuos de H. zea identificados foi consequéncia do
maior numero de amostragens feitas na cultura do milho durante as trés safras (21
amostragens). Outro fator importante foi a uniformidade das infestagbes de
Helicoverpa spp. em milho, o que resultou em coletas durante as trés safras, ao
contrario das menores infestacdes nas demais culturas. Apos 0s surtos populacionais
de Helicoverpa spp. durante a safra 2013/14, infestacdes menos frequentes foram
observadas na safra seguinte, principalmente na cultura da soja e algodao, sendo
que, na safra 2015/16, nenhuma coleta foi feita devido as baixas infesta¢fes (Figuras
3.2,3.3e3.4).

Algoddo

Soja

Soja

Algodag * 1-Mitho

Soia

Mitho -~
Milho

Figura 3.2 - Distribuicdo geografica de H. armigera e H. zea em soja, milho, algodéao e
milheto na safra de 2013/14

Individuos de H. armigera foram identificados em amostras de milho, soja,
algoddo e milheto nas safras 2013/14 e 2014/15. No entanto, dos 596 individuos
identificados, mais de 80% foram coletados nas culturas da soja e do algodéao, e
apenas 35 individuos (5,9%) em milho. Destes 35 individuos de H. amigera originados
de coletas em milho, 33 foram coletados durante o periodo de safrinha na regido de

Primavera do Leste (Mato Grosso) Amostras compostas por grandes niumeros de H.
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armigera foram identificadas no mesmo municipio, na cultura da soja, e em area
préxima (Rondondépolis-MT) na cultura do algoddo. Outra presenca ndo comum foi
observada nesta mesma regido, onde um individuo de H. zea foi identificado em
algoddo em meio a uma amostra de outros 104 individuos de H. armigera. A
amostragem em milheto Oeste da Bahia resultou em grande numero de adultos. Dos

60 machos obtidos desta amostragem, todos foram identificados como H. armigera.

M H. armigera

e Algod3o

Soja

Milko Milio

Figura 3.3 - Distribuicdo geografica de H. armigera e H. zea em soja, milho e algodao
na safra de 2014/15
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W H. armigera

M H. zea

Figura 3.4 Distribuicdo geogréfica de H. armigera e H. zea em milho safra de 2015/16

3.4 Discussao

No Brasil, culturas geneticamente modificadas tém se tornado ferramenta
fundamental para o controle de insetos pragas nas culturas de soja, milho e algodéo,
sendo a manutencéo da suscetibilidade das pragas alvo o principal desafio para o uso
sustentavel destas tecnologias (CELERES, 2016). Estratégias para manejo da
resisténcia de pragas polifagas a culturas Bt devem ser definidas com base na
dindmica populacional na paisagem agricola, bem como nos aspectos bioecoldgicos
gque definem padrées de migracdo, dispersdo e preferéncia por determinado
hospedeiro (KENNEDY; STORER, 2000). H. armigera possui grande similaridade
genética e fisiolégica com H. zea, havendo inclusive compatibilidade de acasalamento
em condi¢Bes de laboratorio (TAY et al., 2013; LEITE et al., 2015). Apesar dessas
semelhancas, grandes diferencas no grau de polifagia e no uso de hospedeiros
distinguem ecologicamente H. armigera de H. zea. Todas as culturas avaliadas neste

estudo séo descritas na literatura como hospedeiros naturalmente utilizados por H.
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armigera (ZALUCKI et al., 1986, 2005) e H. zea (BLANCO et al., 2007). No entanto, a
presenca dos estagios imaturos de insetos em uma determinada planta néo
necessariamente confirma que esta € um hospedeiro (KITCHING; ZALUCKI, 1983).
Esta afirmac@o pode ser feita caso os imaturos se desenvolvam até a fase adulta,
utilizando apenas a planta como alimento, e sejam capazes de se reproduzir
(KITCHING; ZALUCKI 1983; ZALUCKI, 1986).

Os resultados demonstram que populacbes de H. zea do Brasil
apresentaram baixo grau de polifagia em comparacdo com populagbes de outros
paises do continente americano (NEUNZIG, 1963; STADELBACHER, 1981). Em
laboratorio, lagartas de H. zea ndo foram capazes de se desenvolver até a fase adulta
em plantas dicotiledbéneas, soja e algodao, e até mesmo em sorgo (monocotiledénea).
A analise das amostras coletadas no Brasil durante trés safras corroboramvai com os
dados de laboratério, na qual apenas dois individuos de H. zea foram identificados
nas culturas de soja e algodao, sendo a cultura do milho o principal hospedeiro para a
espécie em todas as regifes do Brasil (Tabela 3.12). Apesar de reconhecida como
polifaga, H. zea demonstra preferéncia por plantas da familia Poacea (BERGVINSON
2005). Nos Estados Unidos, foi demostrado, com o uso de isétopos de carbono, que
plantas C3; sdo as principais fontes de adultos de H. zea no inicio da safra, sendo
hospedeiros C4 (como algodéo e soja) menos atrativos durante estes periodos do ano
(HEAD et al., 2010). Entretanto, no decorrer da safra, as culturas C3 (soja e algodéo)
passam a ser fonte de grande parte dos individuos de H. zea que formam as
populacdes locais (HEAD et al., 2010). Amostras de Helicoverpa spp. foram coletadas
na cultura do algoddo em épocas de plantio com auséncia ou baixa disponibilidade da
cultura do milho. A auséncia de H. zea na maior parte destas amostras e a presenca
adventicia demonstram que estas culturas ndo séo utilizadas pela espécie como
hospedeiros preferenciais. No Brasil, H. zea é reconhecida como lagarta da espiga e
esta associada, na maior parte das ocorréncias, a cultura do milho (DEGRANDE;
OMOTO, 2013; LEITE et al., 2015).

Diferente de H.zea, lagartas de H. armigera se desenvolveram até a fase
adulta e tiveram éxito em reproduzir em todos os hospedeiros avaliados. Entretanto,
parédmetros biologicos de H. amigera variaram de acordo com o hospedeiro de
alimentacao das lagartas. A cultura do algodéao foi o hospedeiro mais adequado para o
desenvolvimento da espécie, com viabilidade de ovo a adulto acima de 40%. Os

valores de viabilidade para os demais hospedeiros nao diferiram pelo teste de
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separacdo de médias, com excecdo do milho, que apresentou apenas 15% de
viabilidade, sendo o hospedeiro menos adequado para H. armigera. Os maiores
valores de crescimento populacional associados ao menor tempo para o0
desenvolvimento indicaram maior adequacao de algodao para o desenvolvimento de
H. armigera (VAN LENTEREN; NOLDUS, 1990). Valores similares sao reportados na
China para a taxa liquida de reproducdo (Ro) de H. armigera em algoddo (117,6) e
milho (44.5) (LIU et al., 2004). Outros trabalhos de biologia com populagbes de H.
armigera coletadas no Brasil também demosntraram a melhor adapatacédo da espécie
por dicotiledbneas, principalmente as culturas da soja e algoddo (REIGADA,
GUIMARAES; PARRA, 2016).

A amostragem de Helicoverpa spp. em diferentes hospedeiros no campo
confirmaram os resultados obtidos em laboratério, a maior parte das lagartas de H.
armigera coletada nas culturas de soja, algoddo e milheto. Apenas 10% dos
individuos coletados em milho foram identificados como H. armigera. A presenca da
espécie na cultura do milho foi associada a areas com plantios de milho safrinha,
principalmente na regido dos Cerrados, onde foram coletadas essas amostras em
Primavera do Leste (MT). Resultados obtidos em laboratério e campo no Brasil
demonstraram diferencas entre popula¢cbes brasileiras e da Australia, onde sorgo e
milho, em particular, sdo os hospedeiros preferenciais para H. armigera em relagéo ao
algoddo (JALLOW; ZALUCKI, 1995, 1996). A identificacdo das amostras de
Helicoverpa spp. coletadas durante os primeiros surtos de H. armigera no Brasil
também mostrou a presenca de H. armigera preferencialmente em culturas
dicotiledbneas, e como observado nesse trabalho (LEITE et al., 2014).

Os dados apresentados evidenciam diferencas no uso de hospedeiros
entre H. armigera e H. zea e resultam na necessidade de diferentes abordagens para
programas de manejo integrado de pragas, principalmente de estratégias visando o
manejo da resisténcia destas espécies a culturas Bt. Na China, o alto grau de polifagia
de H. armigera em um mosaico de hospedeiros alternativos tem sido suficiente para
gerar individuos suscetiveis para 0 manejo da resisténcia em areas de algodao Bt
(WU; GUO, 2005; WU; GUO; GAO, 2002; BEHERE et al., 2008). Apesar de se tratar
da mesma espécie, no Brasil, a contribuicdo de hospedeiros alternativos para as
populacdes de H. armigera precisa ser mais bem avaliada. A paisagem agricola do

Brasil tem passado por mudangcas nas Ultimas décadas, principalmente, pela
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intensificacdo da agricultura e pela ocupacdo novas de fronteiras agricolas nas
regides Centro-Oeste e Norte do pais. Como resultado da intensificacdo de processos
agricolas, pode haver a simplificacdo da paisagem e a drastica reducdo da
diversidade de hospedeiros cultivados e ndo cultivados (ROSENHEIM; SEGOLI,
2012). Nestas condicbes, espécies extremamente polifagas, como H. armigera,
podem ser funcionalmente monofagas na paisagem. Na safra de 2015/16, a area
ocupada por gréos foi de aproximadamente 55 milhdes de hectares, sendo 85% da
area composta por duas culturas principais, 58% de soja e 27% de milho. Também
importante para a composi¢cdo da paisagem, a producdo de algoddo concentra-se
especialmente nos estados de Mato Grosso e Bahia, que responderam, em 2014/15,
por 86,2% da producdo do pais. Mato Grosso tem a lideranca, com 57,4% da
producdo nacional, seguido pelo estado da Bahia, com 28,8% da producgé&o brasileira
(CELERES, 2016). Os resultados de tabela de vida e parametros de crescimento
populacional estimados para H. armigera nesse trabalho explicam, em grande parte,
0S surtos populacionais da praga em regides produtoras de algodéo, como o oeste da
Bahia. Economicamente, algoddo € a principal cultura que compde o sistema de
producdo dessa regido. E a cultura da soja, com uma area aproximadamente 3 vezes
maior, geralmente € semeada antes da cultura do algoddo. Assim, a disposicao
espacial e temporal destas culturas oferece a praga hospedeiros de alta qualidade e
condi¢cBes para a manutencao de altas populagdes durante toda a safra.

Nestas condi¢des, as culturas geneticamente modificadas expressando
proteinas Bt jA ocupam mais de 90% das areas produtoras de grédos (soja e milho) e
fibras no Brasil e tem sido uma ferramenta efetiva dentro do MIP para o manejo de
Helicoverpa spp. (CELERES, 2016). Caso a presenca de H. armigera seja intensa nas
culturas de soja e algodao, pode haver um maior potencial de acelerar o processo de
evolucdo da resisténcia a determinadas proteinas Bt caso ndo sejam cumpridas as
estratégias de MRI como a adocéo das areas de refagio. Contudo, outras praticas de
MIP. Por outro lado, a presenca esporadica de H. armigera em milho reduz a pressdo
de selegcdo dessa espécies as proteinas Bt no milho e, consequentemente, o risco de
resisténcia cruzada entre diferentes culturas Bt. J4 a H. zea, funcionalmente
monofaga em ambientes agricolas, tem a cultura do milho como seu principal
hospedeiro na paisagem. Portanto, a alta adocdo de milho Bt em todas as regides do
pais e a baixa adocéao de areas de reflgio podem acarretar em intenso processo de

selecdo, com risco de evolugéo da resisténcia.
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e As culturas de soja, algodao, milho, milheto e sorgo sédo potenciais hospedeiros

de H. armigera na paisagem agricola, enquanto H. zea apresentou viabilidade

apenas para cultura de milho e milheto em condi¢8es de laboratorio.

e H. zea apresenta preferencia apenas a cultura do milho em condi¢cdes de

campo, enquanto H. armigera apresenta preferéncia para as culturas de soja,

algodéo, milheto e sorgo.
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4 DISCUSSAO GERAL

A introducdo de H. armigera no Brasil estimulou debates de diferentes
partes da sociedade sobre conceitos basicos de Manejo Integrado de Pragas (MIP) e,
por, consequéncia, sobre o manejo da resisténcia de insetos (MRI) a culturas Bt e
inseticidas. A repercursao do tema dentro da midia convencional e, principalmente, no
meio agricola foi impulsionada, em parte, pelos impactos econémicos causados pelas
altas infestacdes da praga principalmente na cultura da soja e algod&do, com perdas
estimadas em mais de um bilhdo de dodlares (MAPA, 2015). Entretanto, a falta de
informacdes basicas necessérias para a estruturacdo de qualquer programa de MIP
também pode ser um dos principais fatores para a repercursdo do tema. Em resposta
a este cenario, a cientifica tem contribuido com diversas publicagbes sobre
ferramentas para auxiliar a identificacdo de espécies do género Helicoverpa, estrutura
genética e perspectivas de expansado da espécie no continente americano (CZEPAK
et al.,, 2013; SPECH et al., 2013; TAY et al.,, 2013; MASTRANGELO et al., 2014;
LEITE et al., 2014; MORUA et al., 2014; SENAVE, 2014; SOSA-GOMEZ et al., 2016).

As informacfes apresentadas nesta analise de risco incrementam base
de dados e podem contribuir para implementar programas de manejo integrado de
Helicoverpa spp. mais assertivo. Importantes aspectos bioecologicos de H. armigera e
H.zea em paisagens agricolas podem ser discutidos com base nos resultados
apresentados sobre o uso de hospedeiros no campo, bem como o potencial impacto
de cada hospedeiro para a composicdo de populacdes na paisagem. Os resultados de
laboratorio apresentados confirmam os altos niveis de polifagia de H. armigera
reportados em todo o mundo. Apesar da espécie ter grande variedade de culturas
como potenciais hospedeirostem maior capacidade de aumento populacional quando
alimentada com a cultura do algodao. Outros aspectos a serem mencionados sao a
grande incidéncia de H. armigera em algoddo e soja, principalmente, e a presenca
esporadica na cultura de milho. A melhor adaptacédo e a preferéncia de H. armigera
por essas culturas podem resultar em explosbes populacionais em determinadas
regides, que, além de causarem danos regionais, também séo fontes de individuos
gue irdo invadir outros ambientes.

O Brasil apresenta histérico recente no uso de culturas transgénicas para
o controle de insetos em comparagdo com outros paises, como os Estados Unidos,

gue ja utilizam estas tecnologias desde 1996 (CTNBIO, 2016). A expressdo de
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proteinas inseticidas em culturas por transgenia traz uma nova abordagem a
resisténcia de plantas a insetos. Culturas Bt possuem altos niveis de resisténcia a
inseto e quando predominam na paisagem temporal e espacialmente, como vem
ocorrendo no Brasil, deixam de exercer o papel de principal multiplicador para a
populacdo e passa a ter uma funcdo de cultura armadilha. Ocupando mais de 30
milhdes de hectares, a cultura da soja teria o potencial de se tornar a principal fonte
de pragas presentes na paisagem agricola. Entretanto, a alta eficacia da soja MON
87701 x MON 89788 contra H. armigera e sua rapida adocéo pelos agricultores pode
reduzir drasticamente o tamanho populacional desta espécie na paisagem. Este efeito
foi observado na China, onde altos niveis de supresséo populacional de H. armigera
na paisagem foram observados em decorréncia do aumento da adogéo de algodéo B,
0 que acabou resultando em reducéo de pressao populacional da espécie em culturas
nao-Bt (WU et al., 2008). Apesar de polifagas, a maioria das espécies apresenta
preferéncia por determinados hospedeiros e tem nestes a principal fonte de individuos
gue compbem uma populacdo. Nos Estados Unidos, a broca européia do milho
Ostrinia nubilalis (Hubner) esta associada a mais de 200 espécies vegetais; no
entanto, a praga tem o milho como o principal hospedeiro na paisagem (MASON et
al.,, 1996). Neste caso, a introducdo de milho Bt resultou em drastica reducao
populacional, gerando beneficios para areas de milho ndo-Bt e ainda para outras
culturas que compdem a paisagem (HUTCHISON et al., 2010).

Apesar de todos os beneficios, a alta adocéo de culturas geneticamente
modificadas expressando proteinas Bt nestas paisagens tem resultado em intenso
processo de selecdo e evolucdo de populacdes resistentes (HUANG; ANDOW,;
BUSCHMAN, 2011; FARIAS et al.,, 2014; OMOTO et al., 2015). Em muitos casos,
diversos fatores se somam para o insucesso da manutencdo da suscetibilidade de
insetos a culturas Bt; no entanto, a auséncia de hospedeiros ndo-Bt, que contribuam
para a diluicdo dos alelos de resisténcia, e a sobrevivéncia total ou parcial do
heterozigoto s&o apontados como as principais causas (TABASHNIK; BREVAULT;
CARRIERE, 2013; FARIAS et al., 2014). O Brasil é o Gnico pais do mundo que utiliza
em larga escala soja, milho e algodéo Bt para o controle de pragas. Este cenario traz
desafios adicionais para o0 manejo da resisténcia de insetos, por reduzir a fonte de
hospedeiros ndo-Bt para geracao de individuos suscetiveis, de acordo com o0 aumento
da adocdo das tecnologias, e aumentando o numero de geracdes da praga sob

pressdo de selecdo a determinadas proteinas Bt presentes em mais de uma cultura.
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Um bom exemplo da resisténcia de uma espécie a uma cultura impactar outra cultura
Bt ocorreu nos Estados Unidos e no Brasil, onde a eficacia de eventos de algodéao Bt
gue expressam proteinas Cryl foi afetada pela selecéo da resisténcia de S. frugiperda
em milho Bt expressando a mesma proteina, CrylF (YANG et al., 2016; HORIKOSHI,
2016).

Dadas a extensdo das areas de soja no Brasil e as projecbes no
aumento da adocédo da tecnologia de soja MON 87701 x MON 89788, espera-se um
crescente e intenso processo de selecdo e risco para evolugdo da resisténcia em
populacbes de H. armigera e de outras espécies-alvo da tecnologia (GOULD, 1998;
BERNARDI et al., 2012, 2014). Dentre as estratégias de manejo da resisténcia de
insetos a culturas Bt, a estratégia de alta dose/reflugio, tém se mostrado eficiente na
manutencao da suscetibilidade de pragas as culturas Bt em situacdes de: expressao
de altas concentracfes de proteina e de alta mortalidade na populacdo de espécies-
alvo (299,99%), fazendo com que a resisténcia seja funcionalmente recessiva; baixa
frequéncia inicial de alelos que conferem resisténcia; e disponibilidade de refagios
nao-Bt em quantidade e distancias apropriadas (TABASHNIK; BREVAULT;
CARRIERE, 2013; TABASHNIK; VAN RENSBURG; CARRIERE, 2009). Os
parametros toxicologicos da soja MON 87701 x MON 89788 bem como a baixa
frequéncia inicial de alelos que conferem resisténcia em populacdes de H. armigera
do Brasil, indicam que, apesar do alto risco imposto pelo cenério, o uso da tecnologia,
associado ao plantio de areas de reflagio, pode retardar a evolucao da resisténcia no
Brasil. Adicionalmente, a manutencéo de areas de refagio na cultura do algodao sera
igualmente importante para reduzir a pressdo de selecdo sobre o grupo de H.
armigera a proteinas Cryl, presentes em ambas as culturas. Em longo prazo, o
desenvolvimento de novas tecnologias que expressam mais de uma proteina Bt, com
mecanismos de acado distintos dentro de cada cultura, pode auxiliar 0 manejo da

resisténcia de pragas como H. armigera.
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