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RESUMO GERAL

Um dos principais problemas da utilizacdo da tecnologia Bt é a capacidade dos insetos alvo
evoluirem resisténcia as proteinas toxicas, além da possibilidade de risco para 0s organismos
ndo alvo a tecnologia. Portanto, objetivo deste trabalho foi avaliar a passagem da proteina
CrylF presente no milho Bt para os descendentes de Spodoptera frugiperda, bem como a
acao dessa proteina na capacidade e eficiéncia de predacdo de Orius insidiosus e Doru
luteipes, avaliando a compatibilidade do uso desses agentes entoméfagos para S. frugiperda
resistente a proteina CrylF. Lagartas neonatas resistentes e suscetiveis a proteina CrylF
foram alimentadas com milho ndo Bt por dez dias e depois com milho Bt TC1507, que
expressa a proteina CrylF até o final do desenvolvimento da fase larval. Foram analisados
quatro tratamentos: 1) Lagartas resistentes a proteina CrylF com ambos 0s sexos expostos a
mesma proteina, 2) lagartas resistentes a CrylF com apenas o macho exposto a CrylF, 3)
lagartas resistentes com apenas a fémea exposta e 4) lagartas suscetiveis ndo expostos a
proteina servindo como tratamento controle. A deteccdo e quantificacdo da proteina CrylF foi
realizada através do teste Elisa de acordo com o protocolo do Kit Agdia®. O tempo de busca
e capacidade de predacdo de ovos de S. frugiperda resistentes a proteina CrylF foram
determinados para ninfas de 1°, 3° e 5° instar de O. insidiosus e 1°, 3° e 4° de D. luteipes. Para
a avalicdo com lagartas neonatas foram determinados para ninfas de 3° e 5° instar de O.
insidiosus e 3° e 4° de D. luteipes. Como testemunha foram utilizados ovos e lagartas de S.
frugiperda suscetivel a esta proteina. Para determinar o tempo de busca foi utilizado um
crondmetro disparado até a captura da primeira presa e a capacidade de predacdo através da
contagem das presas remanescentes ap0s 24 horas. Para o experimento de avaliacdo de
injurias foram utilizados o milho TC1507 e o milho convencional isogénico TC1507 como
controle, combinando-se o milho Bt ou convencional com cinco lagartas e um predador O.
insidiosus e/ou D. luteipes por planta. As injurias foram avaliadas 7, 14 e 21 dias ap6s a
infestacdo de lagartas com escala de injurias com notas de um a cinco. Verificou-se que as
lagartas sequestraram CrylF expressa no milho Bt e os adultos transferiram para 0S ovos.
Quando ambos os sexos foram expostos a proteina, maior foi a quantidade de proteina
detectada nos ovos. A quantidade de CrylF detectada nos ovos diminuiu quando apenas um
dos pais foi exposto. Os predadores ndo foram capazes de distinguir entre presas resistentes
ou suscetiveis nos dois estadios avaliados (ovos e lagartas) considerando o tempo de busca e 0
consumo. Quanto as injdrias, onde havia a presenca dos predadores a nota foi
significativamente menor do que na auséncia. Assim, na presenca dos predadores observaram-
se menores injarias da lagarta mesmo quando essa era resistente a proteina CrylF, podendo
ser, portanto ferramentas para 0 manejo da resisténcia desta praga.

Palavras- chave: Lagarta-do-cartucho. Manejo da resisténcia de insetos. Controle biolégico.



GENERAL ABSTRACT

One of the main problems with the use of Bt is the ability of target insects to evolve resistance
to toxic proteins, in addition the potential risk to non-target organisms. Therefore the goal of
this work was evaluate the transfer of the CrylF protein present in Bt maize to Spodoptera
frugiperda descendants, as well as this protein action in predation capacity and eficienty of
Orius insidiosus e Doru luteipes, assessing the compatibility of these entomophagous agents
use for S. frugiperda resistant to the protein CrylF. Resistant and susceptible neonates larvae
to the protein CrylF, were fed with non-Bt maize for ten days, and after that with Bt TC1507
® maize, which expresses the CrylF protein until the end of the larval development phase.
Four treatments were studied a) Resistant larvae to the CrylF protein with both sex exposed
to the same protein, b) Resistant larvae with only the male exposed to CrylF, c) Resistant
larvae with only the female exposed to CrylF, and g) susceptible larvae non-exposed to the
protein, acting as control treatment. Detection and quantification of the CrylF protein was
performed by the Elisa test according to the Agdia® Kit protocol. The search time and
capacity of predation of S. frugiperda eggs resistant to CrylF protein were determined for
nymphs of first, third and fifth instars for O. insidiosus and first, third and fourth for D.
luteipes. For the evaluation of neonates were determined for nymphs of third and fifth instars
for O. insidiosus and third and fourth for D. luteipes. As control, eggs and larvae of the
susceptible S. frugiperda were used. To determine the search time, a triggered timer was used
until the capture of the first prey and the predation capacity by counting the remaining prey
after 24 hours. For the injury evaluation experiment, the maize TC1507 and the isogenic
conventional maize TC1507 were used as control, matching the Bt or conventional maize
with five neonates larvae and one predator O. insidiosus and/or D. luteipes per plant. The
injuries were assessed 7, 14 e 21 days after larvae infestation, with scale of injuries with notes
from one to five. Larvae were found to uptake CrylF expressed in Bt maize and transferred it
into the eggs. When both parents were exposed to the protein, the amount of protein identified
in the eggs was higher. The amount of CrylF detected in the eggs was smaller when just one
parent was exposed. The predators were not able to distinguish between resistant preys or
susceptible preys on the two evaluated phases (eggs and larvae) considering search time and
consume. As for the injuries, where there was predator presence, the grade was significantly
smaller than in the absence. Therefore, the use of predators promoted a decrease of larvae
injury even when it was resistant to the CrylF protein, being, this way, an instrument for
resistance pest management.

Key-words: Fall armyworm. Insect resistance management. Biological control.
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1 INTRODUCAO GERAL

Dentre os fatores que contribuem para reducdo da producdo em lavouras de milho, o
ataque de pragas ¢ um dos mais importantes. Entre as pragas pertencentes a ordem
Lepidoptera, encontra-se a lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), considerada a principal praga da cultura, com potencial de redugéo
da producédo em até 34% (CRUZ; MENDES; VIANA, 2012).

A sua alta incidéncia em varias regides do pais provocou a dependéncia de inseticidas
organo-sintéticos, que foi a principal forma de controle, levando a selecdo da resisténcia a
maioria destes produtos quimicos até a primeira década desse século (CARVALHO et al.,
2013). No entanto, a partir da safra 2008/2009, uma nova estratégia para 0 manejo integrado
de pragas (MIP) com a utilizacdo do milho Bt que, pouco tempo apos a liberacao, se tornou a
principal estratégia de controle no Brasil (STORER et al., 2010, 2012). A proteina toxica
presente no milho transgénico (Bt) é extraida da bactéria Bacillus thuringiensis, que na
esporulacdo produz inclusdes de cristais inseticidas que sdo formadas por proteinas inseticidas
chamadas Cry ou Cyt (BRAVO et al., 2011). Estas proteinas toxicas atuam no tecido epitelial
do tubo digestivo dos insetos, causando o desequilibrio osmético das células do intestino,
reduzindo a alimentacdo desses insetos e os levando a morte (ALI et al., 2010). No entanto,
desde 2014 tem sido registrado um dos principais problemas da utilizacdo da tecnologia Bt
que é a capacidade dos insetos alvo evoluirem resisténcia as proteinas tdéxicas, além da
possibilidade de atingir organismos ndo alvo a tecnologia.

No Brasil cultivam-se lavouras Bt durante todo o ano, concomitantemente, ou em
areas adjacentes e com muitas sucessdes por ano. Com isto, a expressao continua de genes cry
em plantas transgénicas e com a baixa adesdo da area de reflgio, exerce forte pressdo de
selecdo para resisténcia em populacdes de pragas alvo (HORIKOSHI et al., 2016a).

Nesse sentido foram relatados casos de resisténcia de S. frugiperda a proteina CrylF
expressa em milho por Farias et al. (2014) no Brasil, por Storer et al. (2010) em Porto Rico e
Huang et al. (2014) nos EUA. E crescente a demanda por estudos com insetos resistentes as
proteinas presentes em plantas Bt, para aumentar o nivel de compreensdo da complexidade da
interacd0 com 0 ambiente, e para subsidiar novas estratégias de manejo de resisténcia de
insetos (MRI) e MIP.

A cultura do milho abriga ndo somente os insetos-praga, mas também, varios outros
insetos benéficos que desempenham importantes fungdes como inimigos naturais de pragas. A

interacdo entre esses insetos resistentes e o controle bioldgico pode ser chave para 0 manejo
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de pragas em campo. Portanto, se faz necessario realizar estudos com proteinas presentes no
milho Bt em pragas e seus inimigos naturais, para garantir seguranga no manejo integrado de
pragas.

Predadores e parasitoides podem estar expostos as proteinas Bt expressas em plantas
quando se alimentam de herbivoros que podem conter a proteina, ou pelo consumo de pélen
ou exsudatos de plantas (LI et al., 2015). Apesar dos diferentes habitos alimentares e funcbes
ecologicas das espécies que vivem na lavoura do milho e sdo expostos a proteina, um dos
papéis mais importantes é o controle de insetos-praga feito pelos inimigos naturais, sendo a
predacdo uma das interacdes ecoldgicas mais importantes na estabilidade do agroecossistema
(SCHRIJVER et al., 2016). Os predadores Orius insidiosus (Say, 1832) (Hemiptera:
Anthocoridae) e Doru luteipes (Scudder, 1876) (Dermaptera: Forticulidae) ocorrem com
frequéncia na cultura do milho no Brasil, contribuindo para o controle da lagarta-do-cartucho
(PICANCO et al., 2003; SILVEIRA et al., 2003; FIGUEIREDO; DIAS; CRUZ, 2006;
MENDES et al., 2012b).

No Brasil, a espécie do género Orius mais abundante e de maior potencial para
utilizacdo em programas de controle bioldgico é O. insidiosus. Esta espécie € um voraz
predador generalista em todas as suas fases de desenvolvimento. Outro fator que o faz um
potencial agente em programas de controle bioldgico é a facilidade de criagdo em massa
(MENDES et al., 2012a; SILVEIRA; BUENO; VAN LENTEREN, 2004). Na cultura do
milho, este predador é atraido por volateis emitidos pela planta e assim sdo conduzidos a
possiveis locais que tenham ovos dos principais lepidopteros pragas do milho como S.
frugiperda, Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae) e Diatraea saccharalis
(Fabr, 1794) (Lepidoptera: Crambidae) o que ajuda no forrageamento e consequentemente na
eficiéncia do controle (ALDRICH et al., 2007).

A tesourinha D. luteipes tem se mostrado um eficiente predador da lagarta-do-cartucho
do milho (REIS et al., 1988; CRUZ; ALVARENGA; FIGUEIREDO, 1995; PICANCO et al.,
2003; GUERREIRO et al., 2005; CRUZ, 2007; PASSINI et al., 2010; ARAUJO et al., 2011).
Por ser uma espécie de clima tropical e possuir maior importancia no Brasil, € importante que
se tenha maiores informacges da sua funcdo como inimigo natural da lagarta-do-cartucho em
milho Bt.

Mesmo que seja amplamente aceito que as proteinas Cry podem ser transferidas a
cadeia tréfica (ANDOW; LOVEI; ARPAIA, 2006; ROMEIS; MEISSLE; BIGLER, 2006;
PAULA etal., 2016; SCHRIJVER et al., 2016; SHELTON et al., 2016), continua a haver uma

grande incerteza sobre como ocorre a transferéncia. Uma maneira possivel que uma presa
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pode transferir proteina Cry, é ter esta proteina em seus tecidos corporais (FERRY et al.,
2007). Vérios insetos da ordem Lepidoptera sdo capazes de absorverem metabolitos
secundarios de plantas e transferirem para os ovos como forma de defesa dos inimigos
naturais (NAHRSTEDT; DAVIS, 1985; RAUBENHEIMER, 1989). Apesar do maior peso
molecular das proteinas Cry em relacdo a estes metabolitos esta absorcdo foi provada por
Paula et al. (2104) através da passagem transovariana da proteina Bt, para a especie Chlosyne
lacinia (Geyer, 1837) (Lepidoptera: Nymphalidae), contudo ndo existem estudos nesse
sentido para S. frugiperda e compreender essa questdo pode auxiliar a entender os
mecanismos envolvidos na selecdo da resisténcia por essa espécie, além das implicacdes das
interacdes troficas que esta passagem pode resultar.

Agentes de controle bioldgico interagem funcionalmente com culturas GM, mas isso
muitas vezes ndo é facilmente medido, mas sdo potencialmente importantes para as interacoes
destas tecnologias nos sistemas de manejo integrado de pragas (LUNDGREN et al., 2009). O
conhecimento das varias vias através das quais 0s inimigos naturais estdo expostos a estas
proteinas podem informar mais seguramente quais os possiveis efeitos deletérios de culturas
GM em organismos nao alvo. Contudo, estudos dos impactos da proteina para as espécies O.
insidiosus e D. luteipes ainda sdo incipientes e ndo retratam a dimensao das interacGes troficas
das espécies e as possibilidades da utilizacdo dos predadores como agente de controle
biolégico no milho, sobretudo diante da possibilidade da proteina passar entre 0s niveis
troficos.

Agentes de controle biolégico podem atrasar o aparecimento da resisténcia a
tecnologia Bt em insetos alvo e prolongar a vida da mesma (LEITE et al., 2014). Identificar e
compreender as interacdes predador-praga e como o milho Bt interage com organismos nédo
alvo atraveés de suas presas é fundamental para avaliar a compatibilidade de controle biol6gico
em culturas GM, oferecendo oportunidades para a integracdo destas duas estratégias eficazes
e sustentaveis no MIP (LUNDGREN et al., 2009).

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a transferéncia da proteina CrylF
presente no milho Bt para os descendentes de S. frugiperda, bem como a acgdo dessa proteina
na capacidade e eficiéncia de predacdo de O. insidiosus e D. luteipes, avaliando a
compatibilidade do uso desses agentes entomdfagos com espécimes de S. frugiperda

resistentes a proteina CrylF expressa em milho Bt.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Lagarta-do-cartucho do milho (Spodoptera frugiperda) (JE Smith) (Lepidoptera:

Noctuidae)

Entre as pragas pertencentes & ordem Lepidoptera, a lagarta do cartucho, Spodoptera
frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), € considerada uma praga-chave na cultura do
milho, possui distribuicdo geografica generalizada, causando danos durante praticamente
todas as fases do seu desenvolvimento (DEQUECH et al., 2013). A lagarta-do-cartucho é um
inseto que possui metamorfose completa (holometabolia), passando pelas fases de ovo, larva
(lagarta), pupa (crisalida) e adulta. Essa espécie foi identificada como praga do milho em
1797, na Gedrgia, Estados Unidos, incialmente nomeada Phalaema frugiperda. Desde entdo,
mudou de nome Vérias vezes, até a denominacédo atual (CRUZ, 1995).

O inseto adulto € uma mariposa com aproximadamente de 3,5 cm de comprimento,
coloracdo pardo-escura nas asas anteriores e branco-acinzentada nas posteriores com
longevidade de aproximadamente 15 dias (SANTOS et al., 2004). As posturas sao feitas em
massa, com média de 150 ovos. O periodo para eclosdo das larvas é de aproximadamente trés
dias.

As larvas recém-eclodidas alimentam-se da prdpria casca do ovo e, posteriormente das
folhas da planta, provocando o sintoma conhecido como “folhas raspadas”, o que ¢ um
sintoma da presenca da lagarta na cultura. As lagartas passam por cinco ou seis estadios
larvais, atingindo 40 a 50 mm de comprimento e 2,7 a 2,78 mm de largura da capsula cefélica.
A medida que as lagartas crescem, comecam a fazer orificios nas folhas, podendo causar
severas injdrias as plantas. E comum também o ataque na base da espiga ou nos gréos leitosos
(CRUZ; ALVARENGA,; FIGUEIREDO, 1995). A duracao da fase larval é de 12 a 30 dias.
Apos este periodo as lagartas se direcionam para 0 solo onde passardo a fase de pupa, que
dura entre de 10 a 12 dias. O ciclo biologico desse inseto em plantas de milho completa-se
em 25 dias a temperatura de 25°C, aumentando o numero de dias quando as temperaturas
estdio mais baixas (BUSATO; GRUTZMACHER; GARCIA, 2005a; BUSATO;
GRUTZMACHER; GARCIA, 2005b).

As perdas no milho podem variar de acordo com a fase de desenvolvimento da planta,
onde a infestacdo ocorre, praticas de cultivo, presenca da praga em areas adjacentes, entre
outros (CRUZ; ALVARENGA,; FIGUEIREDO, 1995). Condigdes tropicais de cultivo aliadas

a carecteristica de grande polifagia da espeécie, alta capacidade de reproducdo e alta dispersédo
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do adulto (NAGOSHI; MEAGHER, 2008), favorecem a ocorréncia de geragdes sobrepostas
ao longo do ano, levando a graves infestacfes em safra agricola (BERNARDI et al., 2015).
Para 0 manejo da lagarta do cartucho, a presenca de inimigos naturais é de extrema relevancia
para seu controle (FIGUEIREDO; DIAS; CRUZ., 2006). No entanto diversos inseticidas séo
registrados para o controle da lagarta-do-cartucho, s6 em milho em 2017, 185 produtos estéo
registrados (Agrofit, 2017). Com isto para 0 manejo, devem ser priorizados aqueles seletivos,
que ndo afetem os organismos ndo alvo (CRUZ; ALVARENGA; FIGUEIREDO, 1995). Para
que seja possivel a utilizacdo de inimigos naturais para auxiliar no controle, e também o uso
de hibridos Bt, para adequar uma estratégia de manejo integrado de pragas, que visa a
integracdo de diferentes métodos de controle com base nos pardmetros econdmicos,
ecologicos e sociais.

A principal tatica de controle de S. frugiperda envolve o uso de hibridos de milho
transgénicos que expressam proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt), mas
por ter oferta do hospedeiro continuamente faz com que acelere a selecdo de populagdes
resistentes aos genoétipos Bt (STORER et al.,, 2010, 2012), um aspecto que estd
comprometendo a gestdo das espécies de pragas e custos de producdo. Portanto a correta
utilizacdo desta tecnologia, assim como estratégias sustentaveis ndo poluentes sdo desejaveis,
0 manejo sé é possivel pelo uso conjunto de varias estratégias de controle. Neste contexto, a
busca por utilizacdo de métodos de controle combinados tornou-se uma necessidade iminente

para manejo integrado de pragas (ANSANTE et al., 2015).

2.2 Milho Bt

A introducdo da tecnologia dos transgénicos tem contribuido para uma mudanca na
redistribuicdo da importancia econémica das espécies-pragas no milho. O alvo das cultivares
de milho Bt no Brasil sdo as lagartas, principalmente a lagarta-do-cartucho (CRUZ;
MENDES; VIANA, 2012).

O milho Bt expressa uma ou mais proteinas da bactéria Bacillus thuringiensis. Essas
proteinas possuem atividade inseticida contra os insetos alvo e sdo sintetizadas através dos
genes cry, vip e cyt. Atualmente ja foram liberados comercialmente no Brasil 37 eventos de
milho Bt com tolerancia a herbicida e/ou resisténcia a insetos (Tabela 1 em anexo).

A insercdo da toxina se da de forma réapida e irreversivel, levando a formacéo de poros
liticos nas microvilosidades da membrana apical (ARONSON; SHAI, 2001; BRAVO et al.,

2007). Posteriormente ocorre a lise celular e, muito provavelmente, resulta na permeabilidade
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seletiva de céations. Ocorre entdo a ruptura do epitélio do intestino médio, liberando o
contetdo da célula, fornecendo um meio com esporos germinando e como consequéncia uma
septicemia grave (DE MAAGD; BRAVO; CRICKMORE, 2001; BRAVO; GILL;
SOBERON, 2007) e/ou levando a paralisia do intestino, cessando a alimentacdo e como
consequéncia a morte por inanicéo, o que ocorre geralmente apds 1-3 dias (ALl et al., 2010).

Como os efeitos potenciais das culturas GM no ambiente e, particularmente, sobre
organismos ndo alvo, sdo um assunto de grande preocupacdo, a avaliagdo de seguranca
tornou-se obrigatoria na maioria dos paises onde culturas GM estéo registradas para o cultivo
(ROMEIS et al., 2011). E necessario monitoramentos e estudos sobre a presenca destes
organismos como os inimigos naturais em milho Bt (COSTA, 2011).

O primeiro evento de milho transgénico foi liberado para uso comercial no Brasil em
2008 (CTNBIo, 2016). Atualmente, culturas de milho Bt sdo plantadas em aproximadamente
12 milhdes de hectares por ano, o que representa mais de 80% da area total do cultivo de
milho no Brasil (CELERES, 2016). As principais vantagens de sua utilizagio sdo reducéo das
perdas causadas por pragas e da aplicacdo de inseticidas, favorecendo a manutencdo de
inimigos naturais. Estes auxiliam no controle de pragas e contribuem para retardar a evolugédo
da resisténcia, além de melhorar a rentabilidade do sistema produtivo, utilizando plantas
resistentes a insetos com o maximo de eficiéncia (LOURENCAO; FERNANDES, 2013).
Além da facilidade na logistica dos tratos culturais, sobretudo em grandes areas de cultivo.
Por outro lado, problemas como a selecdo de populacdes resistentes & tecnologia tem se
mostrado como um dos principais problemas ligados ao milho Bt (HORIKOSHI et al.,
2016b).No Brasil, cultivares transgénicas de algoddo, milho e soja resistentes a pragas e/ou
tolerantes a herbicidas sdo disponibilizadas apds longos estudos e testes. A aprovacdo das
culturas GM ¢é feita pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIo), que €
responsavel por prestar apoio técnico consultivo ao governo federal na formulacéo,
atualizacdo e implementacdo da Politica Nacional de Biosseguranca relativa a organismos
geneticamente modificados (OGM) bem como estabelecer normas tecnicas de seguranca e
pareceres técnicos referentes a prote¢do da saide humana, dos organismos vivos e do meio
ambiente, para atividades que envolvam a construcgdo, experimentagdo, cultivo, manipulagéo,
transporte, comercializacdo, consumo, armazenamento, liberacdo e descarte de OGM e
derivados (CNTBIo, 2016). As aprovacOes fazem avaliagcbes caso a caso, iSso &€ importante
porque para cada organismo o efeito pode ser diferente, além disso, 0 mesmo organismo em
outro ambiente com grandes variagdes, 0 risco pode ndo ser o mesmo (PIRES; SUJII,
FONTES, 2003).
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2.3 Resisténcia de Spodoptera frugiperda a proteina CrylF

Com a alta adocdo de culturas GM, a exposicéo prolongada a proteinas Bt no campo
sem gestdo adequada e a falta de adocdo da area de reflugio pode levar a resisténcia em
populacdes de pragas. O risco potencial para a evolucgdo da resisténcia ¢ alta para S frugiperda
porque o sistema de producdo no Brasil tem sobreposicao temporal e espacial do milho Bt. No
campo estas culturas expostas a populacédo de S. frugiperda, a pressdo de selecdo € intensa em
cada geracao da praga, aumentando o risco de selecdo de individuos resistentes (BERNARDI
et al., 2014). A resisténcia € um processo natural na evolucéo, isto ocorre por caracteristicas
genéticas onde 0 organismo seleciona a resisténcia e sdo capazes de sobreviverem & proteina
toxica expressa na planta e esta caracteristica € transferida para os seus descendentes
(BERNARDI et al., 2016). O gene que confere resisténcia pode estar presente em uma
populacdo de insetos, com isto é natural que alguns individuos apresentem diferentes reagdes
as proteinas conferindo suscetiblidade ou resisténcia a determinda proteina devido a forte
pressdo de selecdo imposta no campo, o que aumenta a frequéncia de individuos resistentes ao
longo de geracBes (TABASHNIK, 2008).

A resisténcia da S. frugiperda a proteina CrylF foi verificada no Brasil por Farias et
al. (2014), esta proteina esta presente no milho TC1507 utilizado no Estados Unidos desde
2003 e no Brasil foi liberado em 2008 e utilizado no campo a partir da safra 2009/2010 pela
empresa Dow AgroSciences Industrial Ltda (STORER et al., 2012). A resisténcia da lagarta-
do-cartucho a proteina CrylF foi verificada também por Storer et al., (2010) em Porto Rico e
na regido litoranea dos EUA por Huang et al., (2014) onde os autores sugerem que pode ter
sido pela migracéo de populaces resistentes de Porto Rico através de outras ilhas do Caribe
para a Flérida.

A lagarta-do-cartucho possui grande risco de selecdo de resisténcia devido ao sistema
de cultivo no Brasil, a chamada ponte verde, onde sdo disponiveis diferentes hospedeiros
durante a maior parte do ano. Como S. frugiperda além de ser polifaga, tem grande
capacidade reprodutiva, e as proteinas presentes nas diferentes culturas muitas vezes sdo as
mesmas, e a baixa adocdo da area de refugio facilita a selecdo da resisténcia no campo
(BERNARDI, et al., 2016).

Esta praga ndo € a Unica que selecionou a resisténcia a proteinas Cry. Outros casos ja
foram registrados como, Diabrotica virgifera virgifera (LeConte, 1868) (Coleoptera:
Chrysomelidae) a proteina Cry3Bbl no milho, nos EUA (GASSMANN et al.,, 2011),
Pectinophora gossypiella (Saunders, 1843) (Lepidoptera: Gelechiidae) a proteina CrylAc no
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algoddo, na India (DHURUA; GUJAR, 2011), Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera:
Noctuidae) a proteina CrylAc no algoddo nos EUA (ALI; LUTTRELL; YOUNG, 2006),
também a mesma proteina na China, a Helicoverpa armigera (Hibner, 1805) (Lepidoptera:
Noctuidae), (LIU et al., 2010) e Busseola fusca (Fuller, 1901) (Lepidoptera: Noctuidae) a
proteina Cry1Ab no milho, na Africa do Sul, (VAN RENSBURG, 2007).

Para prolongar a eficacia de culturas Bt como o milho, é essencial desenvolver uma
gestdo estratégica para atrasar a evolucdo da resisténcia de pragas a proteinas Bt. Uma das
principais estratégias é a chamada alta dose juntamente com a area de reflgio atrasando a
evolucdo da resisténcia. Mas para isso, é necessario que a resisténcia seja recessiva, para que
os individuos suscetiveis presentes na area de reflgio ao acasalarem com 0s possiveis raros
resistentes na area de plantio de milho Bt, gerem individuos suscetiveis, diminuindo a pressao
de resisténcia (CARROLL; HEAD; CAPRIO, 2012; TABASHNIK; BREVAULT;
CARRIERE, 2013).

Outra maneira de manejo de resisténcia é com a introducdo de eventos piramidados
gue € a combinacado de diferentes genes em um so hibrido. As proteinas VIP3A, por exemplo,
possuem caracteristicas importantes como ser resistentes a insetos em que a proteina Cry ndo
faz efeito (ESTRUCH, et al., 1996; HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2013). Além disso,
segundo estudos realizados, possuem sitios de acdo diferentes da proteina Cry (LEE et al,
2006; GOUFFON et al, 2011; CHAKROUN; FERRE, 2014). Portanto, sio interessantes para
complementar as proteinas Cry em culturas Bt, ampliar o espectro inseticida e para fins de
manejo da resisténcia.

A evolucgédo da resisténcia em populagdes de pragas de insetos alvo pode prejudicar
muito os beneficios econdmicos e ambientais dos transgénicos Bt (FARIAS et al., 2014).
Segundo Lourencdo e Fernandes (2013), mesmo mostrando resisténcia da lagarta-do-cartucho
as proteinas CrylAb e CrylF, hibridos expressando essas tecnologias efetuaram controle
desta praga, a produtividade foi maior em relacdo as suas isolinhas e os custos de producao
foram semelhantes aos observados em hibridos convencionais sob o manejo com inseticida
quimico. Como é conhecido, essa espécie possui 0 que chamamos de haplotipos ou ragas
(SOUZA et al., 2015). Assim efeito diferenciado dos eventos pode ser esperado em diferentes
regides do pais.

A caracterizacdo da resisténcia de S. frugiperda em Porto Rico mostrou ser
autossdmica e incompletamente resistente. Os autores sugerem que a resisténcia foi devido a
alteragBes no sitio de ligacdo no intestino médio (STORER et al., 2010). A resisténcia relatada

por Farias et al. (2014) no Brasil também mostrou ser autossémica e com resisténcia
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completamente recessiva. Esta diferenca pode ser explicada pelos diferentes procedimentos na
realizacdo dos bioensaios.

Estudos dos mecanismos de resisténcia tém sido realizados com diferentes fatores, como
diferenca no modo de acdo de proteinas Cry e ligacdo das proteinas Cry aos receptores
(JURAT-FUENTES et al. 2004; FERRE; VAN RIE, 2002). MutagBes nos genes receptores
das proteinas Cry é a principal forma de resisténcia em Lepidoptera: Noctuidae
(TABASHNIK et al., 2003). No entanto, como existem varios fatores para a evolucdo da
resisténcia, os estudos sobre os mecanismos de resisténcia devem ser feitos caso a caso e as
estratégias de MRI devem ser adaptadas, uma vez que os efeitos podem variar com a cultura,
0 ambiente, a proteina presente e a fauna associados a esta cultura (FONTES; PIRES; SUJII,
2003; PETERSON; BEZUIDENHOUT; VAN DEN BERG, 2017).

2.4 Predador Orius insidiosus (Say, 1832) (Hemiptera: Anthocoridae)

A familia Anthocoridae (Hemiptera: Heteroptera) possui cerca de 500 espécies. Entre
0s varios géneros que compdem esta familia, o Orius contém aproximadamente 70 espécies
distribuidas mundialmente em diversas culturas. Este género é constituido de predadores de
pequenos artropodes como tripes, acaros, mosca-branca, pulgdes e ovos de lepidopteros
(BUENO, 2000).

Predadores generalistas sdo mundialmente conhecidos por sua capacidade de
controlar insetos fitofagos e &caros em muitas culturas cultivadas (SYMONDSON;
SUNDERLAND; GREENSTONE, 2002; BIONDI et al., 2012). O predador Orius insidiosus
possui alta eficiéncia de busca, habilidade para aumentar a populagdo e se agregar
rapidamente quando a oferta de presas € alta, mas também consegue sobreviver em baixa
densidade populacional de pragas porque pode se alimentar também de pdlen, e presas
alternativas. E mesmo com a presenca de flores com pdlen, a predacdo ndo é diminuida
(MOSCARDINI et al., 2013). Este fato se faz importante para sua utilizacéo, pois € capaz de
sobreviver e se reproduzir mesmo quando a populagdo de pragas nao for alta, e quando for,
aumentara sua populacdo controlando a praga (WONG; FRANK, 2013). Portanto estas
caracteristicas os tornam promissores agentes de controle bioldgico.

No Brasil, a espécie do género Orius mais abundante e de maior potencial para
utilizacdo em programas de controle biolégico é Orius insidiosus (Say, 1832) (Hemiptera:
Anthocoridae). Esta espécie € um voraz predador generalista em todas as suas fases de

desenvolvimento. Outro fator que faz O. insidiosus um agente utilizavel em programas de
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controle bioldgico, é a facilidade de criagdo em massa (MENDES et al., 2012a; SILVEIRA,
BUENO; VAN LENTEREN, 2004). Na cultura do milho, este predador é atraido por volateis
emitidos pela planta e assim séo conduzidos a possiveis locais que tenham ovos dos principais
lepidopteros pragas do milho S. frugiperda, H. zea e Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Crambidae, o que ajuda no forrageamento e consequentemente na eficiéncia do
controle (ALDRICH et al., 2007).

O género Orius spp. representa mais de 40% do total de espécies predadoras presente
no milho (ALBAJES; LOPEZ; PONS, 2003). Em um levantamento da incidéncia de
organismos ndo alvo em milho Bt, Mendes et al. (2009), encontraram o O. insidiosus como
um dos predadores mais abundantes. A densidade de Orius spp. foi mais elevada em parcelas
de milho Bt, em comparagdo com suas isolinhas, tal como observado por Pons et al. (2005);
Jasinski et al. (2003); Musser; Shelton, (2003); De La Poza et al. (2005). Estes estudos
comprovam a alta incidéncia deste predador na cultura do milho Bt, mostrando ser um
importante agente no controle bioldgico de pragas no cultivo de milho Bt.

As interacdes ecolodgicas, incluindo as relag@es toxicoldgicas, entre agentes de controle
biolégico como O. insidiosus e culturas GM como o milho Bt, tornam-se entdo importantes
para as discussdes relativas a compatibilidade dessas culturas com as estratégias de MIP.
Embora os impactos de campo das culturas GM no controle bioldgico sdo dificeis de prever,
eles sdo uma consideracdo fundamental ao incorporar as culturas GM em sistemas de manejo

de pragas juntamente com o controle bioldgico (LUNDGREN et al., 2009).

2.5 O predador Doru luteipes (Scudder, 1876) (Dermaptera: Forticulidae)

Estudos com o predador Doru luteipes (Scudder, 1876) (Dermaptera: Forticulidae)
tem demonstrado que este € um eficiente inimigo natural da lagarta-do-cartucho e outras
pragas do milho se alimentando de seus ovos e lagartas pequenas, chegando a comer uma
média de 8276 ovos de H. zea ao longo do seu ciclo de vida, aproximadamente 39 ovos por
dia, e 3.832 pulgdes Schizaphis graminum nos dois primeiros meses de vida (CRUZ, 2007).
Uma fémea de D. luteipes coloca em média 25 ovos, este inseto possui o ciclo de vida longo e
a longevidade do adulto pode chegar a até quase um ano (CRUZ; ALVARENGA;
FIGUEIREDO, 1995).

O milho possui condigdes ideais para permanéncia do predador em campo durante
todo o ano em cultivos Bt e ndo Bt, e sua presenca pode deixar o milho fora do nivel de dano

econdmico. Suas posturas sdo feitas no cartucho e nas espigas, locais onde se encontram 0s
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lepiddpteros-praga mais importantes do milho, lagarta-do-cartucho e lagarta-da-espiga, além
de proporcionar alimento alternativo como o poélen (FIGUEIREDO; DIAS; CRUZ 2006;
PASSINI; PARRA; LOPES, 2007; ARAUJO, et al., 2011).

Estudos sobre sua biologia foram realizados nas décadas de 80 e 90 (REIS, et al.,
1988; CRUZ; ALVARENGA; FIGUEIREDO, 1995). Este tipo de estudo bem como as
condicBes Otimas de criacdo de um inimigo natural sdo procedimentos necessarios para a
utilizacdo em um programa de controle bioldgico. Entre as temperaturas testadas para criacéo
de D. luteipes a de 25°c foi a ideal (HONEK, 1996; PASINI et al., 2010).

Atualmente o milho Bt é o mais utilizado, mas pela selecdo de resisténcia pelos
insetos praga, a integralizacdo de diferentes métodos de controle é almejado. O inseticida
Triflumurom (24 g i.a. ha-1) foi o mais seletivo para D. luteipes entre os testados por
REDOAN et al., (2013), e os inseticidas cholorantraniliprole e etofenprox foram os mais
promissores devido a baixa toxicidade para D. luteipes (CAMPOS et al., 2011). Além disso,
a acdo conjunta de produtos biolégicos como bioinseticidas a base de entomopatdgenos deve
ser fomentada ou o controle bioldgico através de entomdéfagos juntamente com cultivos B,
seriam mais compativeis com o ambiente e 0s organismos nao alvo. A resisténcia induzida da
planta através da aplicagdo de silicio no milho favoreceu a ocorréncia de D. luteipes
(ANTUNES et al., 2010). O Baculovirus spodoptera utilizado na cultura do milho juntamente
com o predador D. luteipes proporcionaram um bom controle de S. frugiperda, reduzindo o
dano foliar (CRUZ et al., 2009).

No entanto, sdo necessarios mais estudos das diferentes formas de interacdo entre
inimigo natural e o milho Bt. A maioria dos trabalhos realizados com milho Bt e o predador
D. luteipes sdo avaliagcdes da abundancia destes predadores em milho Bt comparados com néo
Bt (CRUZ; ALVARENGA,; FIGUEIREDO, 1995; PICANCO et al., 2003; FIGUEIREDO;
DIAS; CRUZ, 2006; ARAUJO et al., 2011; FRIZZAS et al., 2014; RESENDE et al., 2016).
Assim trabalhos sobre a interagdo planta-presa-predador, assim como estudos
comportamentais deste predador da lagarta-do-cartucho em milho Bt, sobretudo lagartas
resistentes para avaliar possiveis impactos sdo necessarios, uma vez que um dos maiores

problemas do milho Bt € a sele¢do da resisténcia.

2.6 Transferéncia Transovariana

Os insetos podem sequestrar metabolitos de plantas que se deposita em tecidos ou

glandulas do organismo que absorveu este produto. Estes compostos sdo absorvidos através
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da membrana peritréfica do meséntero, transportados através da hemolinfa e depositados no
corpo gorduroso onde formam corpos multivesiculares dentro dos trofécitos. O corpo
gorduroso tem a funcdo de sintetizar, armazenar e mobilizar glicogénio, lipideos e proteinas.
(LOCKE; COLLINS, 1968; DUFFEY, 1980; TELFER; KUNKEL, 1991; HEGEDUS et al.,
2009). Por exemplo, Utetheisa ornatrix (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Erebidae) sequestra
alcaloides de plantas na fase larval e ambos o0s sexos na fase adulta transferem para os ovos
como forma de protecéo contra predadores (DUSSOURD, et al., 1988).

Pratissoli, et al. (2004), verificaram que fémeas de S. frugiperda na fase adulta ao se
alimentar de solugdo contendo o inseticida quimico Lufenuron, teve acdo transovariana.
Afetou consideravelmente a viabilidade de ovos em relagdo a testemunha. O mesmo foi
verificado para Diabrotica speciosa (Germar, 1824) (Coleoptera: Chrysomelidae), quando os
casais se alimentaram de folhas de feijdo tratadas com Lufenuron apresentaram consideravel
reducdo da fecundidade consideravelmente em relagdo aos casais que ndo ingeriram o
regulador de crescimento. Os autores sugerem que o produto ingerido pela fémea, foi atraves
da passagem transovariana para o embrido, afetando o seu desenvolvimento e impedindo a
ecloso das larvas (AVILA; NAKANO, 1999).

Quando a proteina ou o composto ingerido vai da hemolinfa para o corpo gorduroso
nos trofécitos, entdo se da a passagem para 0s ovos, uma vez que os trofécitos sdo células que
desempenham funcdo na vitelogenia, neste processo a proteina pode ser depositada nos ovos
(CRUZ-LANDIM, 1983; RAIKHEL; LEA, 1986; RAIKHEL; DHADIALLA, 1992).

Apesar das proteinas Cry possuirem maior peso molecular do que normalmente alguns
metabdlitos de plantas sequestrados por Lepidopteros possuem, esta absorcdo foi observada
por Paula et al. (2014) pela passagem transovariana da proteina CrylAc para a espécie
Chlosyne lacinia (Geyer, 1837) (Lepidoptera: Nymphalidae), que é um inseto-praga na
cultura do girassol e ndo alvo em algoddo. Este sequestro foi demonstrado também no
predador Harmonia axyridis (Pallas, 1773) (Coleoptera: Coccinellidae) ao se alimentar do
pulgdo Myzus persicae (Sulzer, 1776) (Hemiptera: Aphididae) que ingeriu a proteina CrylAc
e CrylF (PAULA; ANDOW, 2016). Em um trabalho semelhante, foi possivel detectar as
proteinas CrylAc e CrylAb em Propylaea japonica (Thunberg) (Coleoptera: Coccinellidae)
que se alimentaram de Aphis gossypii (Glover, 1877) (Hemiptera: Aphididae) alimentados
com estas proteinas, e a quantidade aumentou a medida que o periodo de predacao foi maior
(ZHANG, et al., 2006). Compreender essa questdo pode auxiliar a entender 0s mecanismos
envolvidos na selecdo da resisténcia por espécies alvo, além das implica¢fes das interaces

troficas que esta passagem pode resultar.
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2.7 Compatibilidade de culturas geneticamente modificadas (Bt) com o controle

bioldgico

O interesse mundial em producdo agricola sustentavel reforcou a importancia da
conservacdo da biodiversidade e do agroecossistema, através da utilizacdo de organismos
benéficos para a protecdo fitossanitaria. (TALEBI; KAVOUSI; SABAHI, 2008; TAVARES;
WANG; HOOKS, 2015).

A agricultura causa impacto ambiental pela remocgdo da vegetagdo nativa e
implementacdo de outra, simplificando o ambiente. Com isto um dos impactos causados € o
surgimento de pragas. Dentre estas, se destacam 0s insetos, que possuem Sucesso
habitacional, vivem praticamente em todos os locais e se adaptam facilmente as diversidades
ambientais. Portanto, h& necessidade de controle de populacdes de insetos praga de forma
eficiente e sustentavel (MACHADO, 2009).

Inimigos naturais como predadores e parasitoides fornecem um servico essencial na
conservacdo do controle bioldgico de pragas que mantém a estabilidade e resisténcia dos
ecossistemas agricolas, proporcionando beneficios ambientais, de saide e econdmicos diretos
e indiretos para os agricultores e para a sociedade (ZHANG et al, 2007; BIANCHI; BOOIJ;
TSCHARNTKE, 2006; OSTMAN; EKBOM; BENGTSSON, 2003; STALLMAN; JAMES
JR, 2015).

Em um experimento realizado para avaliar os danos causados por S. frugiperda
protegida da acdo dos inimigos naturais e em situagdo de livre acesso dos inimigos naturais,
FIGUEIREDO; DIAS; CRUZ (2006) verificaram que com a auséncia destes organismos o
dano foi muito maior, chegando & mais de 50% de perda no rendimento de grdos e 48% de
perda de matéria seca, A demanda publica e preferéncia de consumidores para encontrar
solucBes com base em controle biolégico € um dos principais motivos para o crescimento da
utilizacdo de inimigos naturais no controle de pragas (ROMEIS et al., 2008). Contudo, o
controle bioldgico deve ser considerado como um dos pilares de sustentacdo do MIP. Diante
disso, além do controle biologico, outras formas de controle devem ser implementadas.
Atualmente a principal forma de controle da lagarta-do-cartucho e outros lepiddpteros-praga
do milho €é através do milho Bt. Diante disto, os efeitos potenciais das culturas GM no
ambiente e, particularmente, sobre organismos ndo alvo, ainda sdo um assunto de grande
preocupacdo e que deve ser considerada caso a caso. A avaliacdo de seguranca tornou-se
obrigatéria na maioria dos paises onde culturas GM estdo registradas para o cultivo
(ROMEIS; MEISSLE, 2011). Um organismo ndo alvo é qualquer individuo que possa estar



23

presente no ambiente da cultura, mas que ndo tenha a intencdo de controlar. Pode ser um
inimigo natural, um detritivoro, polinizadores, bem como uma praga secundaria da cultura.
Isto faz parte da biodiversidade que é de fundamental importancia em todas as interacdes
ecologicas, para que o0 agroecossistema tenha um equilibrio (FONTES; PIRES; SUJII, 2003).

No entanto, estudar o impacto de culturas GM em organismo ndo alvo como 0s
inimigos naturais possui uma importancia ecolégica e econdmica pela funcdo que
desempenham nas interacdes troficas. Portanto, os estudos sobre os potenciais efeitos
negativos de plantas Bt em inimigos naturais, foram realizados para avaliar 0S riscos
envolvidos no seu acompanhamento de liberacdo comercial e pos-mercado (NARANJO,
2009; LOVEI; ANDOW; ARPAIA, 2009). E necessario monitoramentos e estudos sobre a
presenca destes organismos como 0s inimigos naturais em plantas Bt (COSTA, 2011). Estes
organismos podem ser afetados por culturas GM quando a quantidade, a qualidade ou a
adequacéo nutricional é reduzida. Muitos inimigos naturais necessitam de partes da planta pra
suprir suas necessidades nutricionais além das presas, esta é uma forma de exposicao direta do
organismo ndo alvo a proteina toxica expressa na planta, como por exemplo, polen e néctar.
Se o0 perigo de uma toxina transgénica ou herbicida para um inimigo natural é detectado,
entdo o conhecimento das varias vias através das quais 0s inimigos naturais estdo expostos a
estas toxinas podem informar uma avaliacdo mais precisa dos potenciais efeitos deletérios de
culturas GM (HILBECK; SCHMIDT, 2006; ANDOW; LOVEI; ARPAIA, 2006;
SCHRIJVER, et al., 2016).

A avaliacdo de risco é feita por etapas, primeiramente é realizada em laborat6rio onde
se avalia os efeitos adversos sobre o organismo ndo alvo. Isto entdo é estendido para semi-
campo para aumentar as condi¢des reais com uma maior complexidade ecoldgica e reduzindo
a generalizacdo, e por fim, em campo para avaliacdo das consequéncias dos efeitos adversos
(ROMEIS; MEISSLE, 2011). Esse fluxo de estudos preconiza que em testes de laboratorio
podem ser suficientes desde que ndo sejam detectados efeitos sobre organismos nao alvo em
alta dose. (LUNDGREN et al., 2009). Contudo efeitos em campo sdo possiveis, uma vez que
ndo se estudou o comportamento dos insetos e ndo se estudou os efeitos sobre a cadeia trofica
(Mendes et al., 2012b). Mesmo que a avaliagdo dos efeitos das proteinas Bt sobre as variaveis
bioldgicas em laboratorio e a densidade populacional em campo seja importante, talvez o
mais critico seja 0s impactos sobre a funcéo do controle bioldgico como as taxas de predacédo
e parasitismo e efeitos sobre a dinamica das pragas (TIAN et al., 2015).

Na escolha do inimigo natural a ser estudado neste contexto de risco de culturas GM

sobre o organismo, deve-se levar em consideracdo a importancia da especie na regido de
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estudo, conhecer bem a espécie alvo para a realizagcdo de amostragens e bioensaios corretos,
certificar-se de que a proteina realmente estd sendo expressa durante o experimento, avaliar
varidveis bioldgicas e comportamentais e comparar com outros métodos de controle como,
por exemplo, o quimico (PIRES; SUJII; FONTES, 2003).

Duan et al. (2008) elaboraram um banco de dados de 25 estudos de laboratério sobre a
abelha, Apis mellifera, e uma meta-analise desses estudos revelaram que Proteinas Bt
encontradas em culturas resistentes a lepiddpteros e coledpteros ndo teve nenhum efeito sobre
a sobrevivéncia de larvas ou adultos. Alguns estudos tém afirmado que culturas Bt possuem
efeitos negativos sobre importantes inimigos, principalmente os parasitoides, mas muito mais
estudos demonstraram que as culturas Bt ndo prejudicam os inimigos naturais (TIAN et al.,
2015). No entanto, os poucos trabalhos que mostram algum efeito negativo da proteina Bt em
inimigos naturais, ndo é considerado impactante em comparacdo com os efeitos de inseticidas
organo-sintéticos especialmente os de amplo espectro. Desta forma culturas GM podem ter
um efeito positivo quanto a biodiversidade se integrada com outros métodos de controle
alternativo ao controle quimico (FONTES; PIRES; SUJII, 2003).

Os inimigos naturais sdo altamente sensiveis a aplicacdo de inseticidas organo-
sintéticos, e influenciam na composicdo e abundancia de espécies benéficas em
agroecossistemas (ZHANG et al.,, 2007; LU et al.,, 2012; MARTINOU; SERAPHIDES;
STAVRINIDES, 2014). Portanto, a manutencdo de insetos benéficos pode ser desafiadora
guando se utiliza inseticidas de amplo espectro, além de prejudicar o0 meio ambiente e 0s
organismos ndo alvo, hd uma dificuldade em atingir principalmente pragas que se encontram
nas espigas, colmos e até mesmo dentro do cartucho do milho como a S. frugiperda através de
pulverizagdes (CRUZ et al.,2009).

A maioria dos trabalhos que relatam risco de culturas GM para 0s inimigos naturais é
a menor abundancia no campo. Mas isto € em fungdo do menor nimero de presas e
hospedeiros uma vez que a maioria é controlada pela proteina toxica expressa na planta
(ROMEIS et al., 2006). Para avaliacdo de efeitos diretos € importante avaliar como o
organismo vai ser exposto a proteina toxica, saber 0s grupos intraguilda que ocorrem na
cultura GM e quais sdo 0s mais vulneraveis e expostos as proteinas (ROMEIS et al., 2013).
Esta abordagem pode ser valida também para plantas transgénicas baseadas em RNA de
interferéncia (RNAI). Para as plantas RNAIi, o conhecimento da sequéncia do genoma
especifico que seja alvo é uma informacdo importante para a selecdo de espécies através da
bioinformatica, para estudos de expressdes especificas que seja seguro para 0S organismos
ndo alvo (DILLES et al., 2013; LI et al., 2013).
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Diante da selecdo de resisténcia dos insetos alvo a proteinas toxicas, varios estudos
foram feitos com diferentes proteinas em estudos tri-tréficos realizados com herbivoros
resistentes e susceptiveis demonstrando ndo haver efeitos negativos para o inimigos naturais
(TIAN et al., 2012; ROMEIS; MCLEAN; SHELTON, 2013; SHELTON et al., 2016). A
presenca de inimigos naturais pode retardar a resisténcia de insetos alvo a culturas Bt, uma
vez que estes agentes se alimentam de presas resistentes, diminuindo os alelos de resisténcia
da populacédo (LIU et al., 2014).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

As lagartas de S. frugiperda foram capazes de sequestrar a proteina CrylF e transferir
para 0s ovos (geracdo F1). Ambos os sexos viabilizaram o sequestro e transferéncia da
proteina para os ovos, mas quando ambos os pais foram expostos & proteina, maior foi a
quantidade identificada nos ovos. A quantidade de CrylF detectada nos ovos néo reduziu para
0s cinco primeiros dias de postura quando ambos os pais foram expostos a toxina, mas
reduziu quando apenas um dos pais foi exposto. A quantidade de CrylF detectada nos ovos
foi menor do que na folha. A quantidade de ovos produzida foi maior no tratamento em que
ambos os sexos e somente a fémea foram expostos a CrylF, comparado a quando somente 0
macho foi exposto e ao grupo controle, onde as lagartas suscetiveis ndo foram expostas a
proteina Cryl1F.

O fato de a lagarta ser resistente ndo alterou o comportamento de busca e predacéo de
O. insidiosus e D. luteipes. A capacidade de predacdo aumentou com o desenvolvimento do
predador. A integracdo de milho Bt TC1507 com os predadores O. insidiosus e D. luteipes
reduz significativamente as injurias causadas por S. frugiperda, mesmo quando as lagartas séo
resistentes ao evento. O fato de que quando ambos 0s sexos quando resistentes transferem
maior concentracdo da proteina para 0s ovos, mostra que a utilizacdo da area de refugio e
controle bioldgico pode ser eficiente no manejo da resisténcia desta lagarta, uma vez que
diminuira a pressdo de selecdo no embrido quando apenas um dos sexos for resistente. Como
ambos os predadores ndo foram capazes de identificar a proteina nas presas e a nota de injaria
foi reduzida na presenca deles, estes podem ser utilizados como agentes de manejo de

controle e resisténcia de S. frugiperda.
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SEQUESTRO E TRANSFERENCIA DA PROTEINA CRY1F ENTRE GERACOES
DE SPODOPTERA FRUGIPERDA (J. E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE)

UPTAKE AND TRANSFER OF CRY1F PROTEIN BETWEEN GENERATIONS OF
SPODOPTERA FRUGIPERDA (J. E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)
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RESUMO

A selecdo de resisténcia de Spodoptera frugiperda a proteinas Cry em plantas transgénicas
ainda ndo foi bem elucidada. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar o sequestro da
proteina CrylF no milho Bt por lagartas de S. frugiperda e transferéncia para 0s seus
descendentes. Para tanto, lagartas neonatas resistentes e suscetiveis a proteina CrylF foram
alimentadas com milho ndo Bt por dez dias, e depois com milho Bt TC1507, que expressa a
proteina CrylF até o final do desenvolvimento da fase larval. Foram analisados quatro
tratamentos: 1) Lagartas resistentes a proteina CrylF com ambos 0s sexos expostos a mesma
proteina, 2) lagartas resistentes & CrylF com apenas o macho exposto a CrylF, 3) lagartas
resistentes com apenas a fémea exposta e 4) lagartas suscetiveis ndo expostas a proteina
servindo como tratamento controle. A deteccdo e quantificacdo da proteina CrylF foram
realizadas através do teste Elisa de acordo com o protocolo do Kit Agdia®. Os adultos foram
separados em casais e entdo colocados em gaiolas para a reproducéo e obtengdo das massas de
ovos. As posturas foram retiradas diariamente. Para cada tratamento foram analisados 10
casais com cinco massas de ovos por casal, do primeiro ao quinto dia de oviposicdo. Para as
lagartas suscetiveis expostas a CrylF, a mortalidade foi de 100%. Para as lagartas resistentes
que foram expostas a proteina CrylF, a sobrevivéncia ficou entre 85% e 90%. A biomassa de
lagartas do tratamento controle, que se alimentaram de milho ndo Bt, foi significativamente
maior em relacdo aos demais tratamentos, o que mostra inibicdo do crescimento. O nimero de
ovos por postura foi maior quando ambos os sexos foram expostos a proteina CrylF.
Verificou-se que as lagartas sequestraram a proteina CrylF expressa no milho Bt e a
transferiram para os ovos (geracdo F1). Quando ambos o0s sexos foram expostos a proteina,
maior foi a quantidade de proteina detectada nos ovos, o que sugere que a transmissdo se deu
por ambos 0s sexos. A quantidade de proteina detectada nos ovos ndo diminuiu nos cinco
primeiros dias de postura quando ambos os pais foram expostos a proteina, mas sim quando
apenas um dos sexos foi exposto. A quantidade de CrylF detectada no segundo nivel tréfico
foi menor do que no primeiro nivel tréfico. A quantidade de ovos produzida foi maior nos
tratamentos em que ambos 0s sexos ou somente a fémea foi exposta a CrylF. Estes resultados
trazem subsidios para confirmar que a utilizacdo da area de reflgio pode ajudar no manejo da
resisténcia de S. frugiperda em milho Bt.

Palavras-chave: Manejo da resisténcia de insetos. Lagarta-do-cartucho. Cry1F.
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ABSTRACT

The mechanisms involved in Spodoptera frugiperda resistance selection to Cry proteins in
transgenic plants are still not well elucidated. So, this study aims to verify the CrylF protein
uptake and transfer to S. frugiperda offspring. Resistant and susceptible neonates to the
protein CrylF, were fed with non-Bt maize for ten days, and after that with Bt TC1507 ®
maize, which expresses the CrylF protein until the end of the larval development phase. Four
treatments were studied a) Resistant larvae to the Cry1F protein with both sex exposed to the
same protein, b) Resistant larvae with only the male exposed to CrylF, c) Resistant larvae
with only the female exposed to CrylF, and g) susceptible larvae non-exposed to the protein,
acting as control treatment. Detection and quantification of the CrylF protein was performed
by the Elisa test according to the Agdia® Kit protocol. The adult individuals were separated
in couples, and then put in cage for reproduction and egg mass acquisition. The egg laying
was removed daily. For each treatment, 10 couples with five egg masses each, were analyzed
from the first to the fifth day of egg laying. For susceptible larvae exposed to CrylF, the
mortality was 100%. For resistant larvae exposed to CrylF, the survival rate was between
85% and 90%. The susceptible larvae biomass (control treatment), fed with non-Bt maize,
was significantly higher compared to the other treatments, which shows a growth inhibition.
The amount of eggs per egg laying was higher when both sex were exposed to the CrylF
protein. Larvae were found to uptake CrylF expressed in Bt maize and transferred it into the
eggs (first generation). When both parents were exposed to the protein, the amount of protein
identified in the eggs was higher, which indicates that the transference was made by both sex.
The amount of Cryl1F detected in the eggs did not decrease for the first five days of egg laying
when both parents were exposed to the protein, but decreased when only one parent was
exposed. The amount of CrylF detected on the second trophic level was smaller than on the
first trophic level. The quantity of eggs produced was higher in the treatments where both sex
and only the female were exposed to CrylF. These results provide insight to confirm that the
use of the refuge area may help in the management of S. frugiperda resistance in Bt maize.

Key-words: Insect resistance management. Fall armyworm. Cry1F.
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1 INTRODUCAO

O milho Bt expressa uma ou mais proteinas da bactéria Bacillus thuringiensis que na
esporulacdo produz inclusdes de cristais inseticidas formados por proteinas toxicas (BRAVO
etal., 2011). Essas proteinas possuem atividade inseticida contra os insetos alvo, a protoxina
liga-se as moléculas receptoras do intestino, ocasionando oligomerizacdo, insercdo da
membrana e formacdo de poros, reduzindo a alimentacdo e levando o0s insetos a morte
(BRAVO; GILL; SOBERON, 2007). No entanto, um dos principais problemas da utilizacio
do milho Bt é selecdo de insetos alvo resistentes as proteinas toxicas. A expressdo continua de
genes cry em plantas transgénicas exerce forte selecdo para resisténcia em populacGes de
pragas alvo (HORIKOSHI et al., 2016b).

O evento TC1507, que possui a proteina CrylF, teve ampla utilizacdo por ser o
segundo evento Bt liberado no Brasil e devido a boa eficiéncia de controle da de Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) (BERNARDI et al., 2015). No
entanto, quatro anos apos a sua liberagdo, ja se constatou populacdes resistentes a toxina. Um
dos possiveis motivos para esta rapida evolucdo da resisténcia é que o evento TC1507 néo
expressa a proteina CrylF em alta dose para esta praga (STORER et al., 2010; FARIAS, et
al., 2016). Ja foram relatadas a resisténcia da lagarta-do-cartucho a proteina Cry F expressa
em milho por Storer et al. (2010) em Porto Rico, Huang et al. (2014) nos EUA e Farias et al.
(2014) no Brasil.

No Brasil, a resisténcia foi registrada em campo do Oeste da Bahia em 2011, sendo
este 0 Estado onde se encontrou a maior frequéncia de alelos de resisténcia a proteina Cry1F,
mas a resisténcia também foi encontrada em cinco estados: Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Goias e Parand (FARIAS et al., 2016). Estudos com populagdes resistentes
em diferentes regides do Brasil mostraram que a resisténcia de S. frugiperda a proteina CrylF
é incompletamente recessiva, autossdbmica e com heranca monogénica (FARIAS et al., 2014;
FARIAS et al., 2015; LEITE et al., 2016).

Horikoshi et al. (2016b) mostraram que o homozigoto é suscetivel, nesse sentido €
necessario aumentar o nivel de compreensao dos mecanismos de resisténcia e a complexidade
da interacdo com o ambiente para subsidiar novas estratégias de manejo de resisténcia de
insetos (MRI) e manejo integrado de pragas (MIP).

Entender como se procede a evolucdo da resisténcia é essencial para aumentar a vida

util da tecnologia, evitando ou retardando a resisténcia e prever seu acontecimento. Para isto,
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é fundamental compreender os mecanismos de resisténcia envolvidos (BLANCO et al., 2016),
bem como aspectos da bioecologia e fisiologia do inseto. Mesmo que seja amplamente aceito
que as proteinas Cry podem ser transferidas a cadeia tréfica (ANDOW; LOVEI; ARPAIA,
2006; ROMEIS; MEISSLE; BIGLER, 2006; PAULA et al., 2016; SCHRIJVER et al., 2016;
SHELTON et al., 2016), continua a incerteza sobre como ocorre a transferéncia. Uma maneira
possivel através da qual uma presa pode transferir proteina Cry para o inimigo natural é ter
esta proteina nos seus tecidos corporais (FERRY et al., 2007).

O sequestro é o acumulo de uma substancia quimica que se deposita em tecidos ou
glandulas do organismo que absorveu este produto. Por exemplo, metabdlitos secundarios de
plantas podem ser absorvidos por insetos. Estes compostos sdo absorvidos através da
membrana peritrofica do meséntero, transportados através da hemolinfa e depositados no
corpo gorduroso onde formam corpos multivesiculares dentro dos trofécitos (LOCKE;
COLLINS, 1968; DUFFEY, 1980; CRUZ-LANDIM, 1983; TELFER; KUNKEL, 1991;
HEGEDUS et al., 2009). E apesar das proteinas Cry possuirem maior peso molecular do que
normalmente estes metabolitos sequestrados por Lepidopteros possuem, esta absorcdo foi
observada por Paula et al. (2014) pela passagem transovariana da proteina CrylAc para a
espécie Chlosyne lacinia (Geyer, 1837) (Lepidoptera: Nymphalidae). Contudo esses aspectos
ainda precisam ser melhor elucidados para S. frugiperda, principal praga alvo do milho Bt
uma vez que essa compreensdo pode auxiliar a entender os mecanismos envolvidos na sele¢éo
da resisténcia por essa espécie, aléem das implicacbes das interacdes tréficas que esta
passagem pode resultar.

Assim o presente estudo visa avaliar o sequestro da proteina Cryl F por S. frugiperda
e a transferéncia para os seus descendentes, além de verificar as alteracdes nas variveis

bioldgicas da espécie.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Criacgao de Spodoptera frugiperda

A populacgéo de S. frugiperda selecionada quanto a resisténcia a proteina CrylF, por
Leite et al. (2016) foram mantidas no laboratério de Ecotoxicologia e Manejo de Insetos
(Embrapa Milho e Sorgo), de acordo com a metodologia usada pelo mesmo autor, em sala
climatizada a 25 + 2°C de temperatura, 12 horas de fotofase e 60 + 10% de umidade relativa.
Lagartas neonatas resistentes e suscetiveis a proteina CrylF foram mantidas individualizadas
em copos plésticos de 50 ml se alimentado de folhas de milho ndo Bt por dez dias, e depois
com milho Bt TC1507, que expressa a proteina CrylF até o final do desenvolvimento da fase
larval. Foram analisados quatro tratamentos: 1) Lagartas resistentes a proteina CrylF com
ambos 0Ss sexos expostos a mesma proteina, 2) lagartas resistentes a CrylF com apenas o
macho exposto a CrylF, 3) lagartas resistentes com apenas a fémea exposta e 4) lagartas
suscetiveis ndo expostos a proteina servindo como tratamento controle.

Ambas as populacdes avaliadas, resistentes e susceptiveis a proteina CrylF foram
expostas a esta proteina no final da fase de desenvolvimento larval, aos 10 dias de idade para
ndo haver diferenca quanto a quantidade de proteina ingerida. Segundo Rosa et al. (2012), o
desenvolvimento larval ocorre em média de 10,7 a 21,7 dias. Para a quantificacdo aproximada
do numero de ovos por postura foi feita uma média da biomassa de 10 ovos e a partir disso
convertido em namero de acordo com o peso de cada postura.

A sexagem foi realizada na fase adulta, entdo os casais foram individualizados e
colocados em gaiolas de tubos de PVC (30 cm de didametro e 20 cm de altura) para a
reproducdo e obtencdo das posturas. Dentro de cada gaiola foram inseridas folhas de papel
sulfite A4 para oviposicdo. Em cada gaiola foi colocado um casal de cada tratamento,
considerado uma repeticdo, onde foram coletados os ovos e anotado o numero de posturas
diariamente, até a morte das fémeas.

Para cada tratamento foi registrado a sobrevivéncia e biomassa das lagartas com dez
dias de idade, os periodos de pré-oviposicdo, oviposi¢do e longevidade, numero de posturas
total e por dia para cada tratamento e nimero de ovos por postura/dia/fémea. Para cada
tratamento foram analisados 10 casais (repeticdes) com cinco posturas por casal, do primeiro
ao quinto dia de oviposicdo. As posturas foram retiradas, identificadas e congeladas para

detec¢do e quantificagdo da proteina CrylF.
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2.2 Deteccgdo e quantificacdo da proteina CrylF nos ovos de S. frugiperda

Para detec¢do da proteina nos ovos, consideraram-se 0s mesmos tratamentos supracitados,
contudo para lagartas suscetiveis que foram expostas & proteina CrylF ndo houve sobreviventes,
restando quatro tratamentos. Para cada tratamento, selecionou-se 10 casais, considerados 10
repeticdes, para 0s quais retirou-se as posturas do primeiro ao quinto dia de oviposicao
totalizando cinco posturas por casal. Essas posturas foram congeladas a temperatura media de
-5°C e posteriormente avaliadas.

A quantificacdo da proteina CrylF nos ovos foi realizada no Laboratério de
Bioquimica e Biologia Molecular (LBM) do departamento de Controle Bioldgico da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasilia-DF. As posturas de cada tratamento e de
cada casal por dia de oviposi¢do foram lavadas com tampdo PBST 1x (Fosfato-salino com
tween) e transferidas para microtubos de 1,5 ml identificados de acordo com a amostra. Foi
verificada a biomassa de cada amostra em balanca de precisdao 0,0001mg.

Os microtubos com as amostras foram submetidos a um banho de nitrogénio liquido
na caixa de armazenamento para facilitar a maceracdo dos ovos. Estes ovos foram macerados
com bastdo de vidro ou agulha de tricO, e adicionou-se 0 volume de tampdo PBST 1x
correspondente. Para as amostras com até 10 miligramas (mg) foram utilizados 250 pL de
tampdo; para as outras amostras com biomassa superior, o volume de tampdo foi
proporcional. Os micrutubos foram também passados pelo vortex por cinco segundos. Em
seguida foram centrifugados a 4°c a 20 K rcf (forca centrifuga relativa) por 20 minutos, e
transferiu-se o sobrenadante para novos microtubos devidamente identificados.

Para o procedimento do teste de ELISA para detec¢do da proteina Cry 1F foi realizado
em  quintuplicata de acordo com o  protocolo do Kit  Agdia®
(https://d163axztg8am2h.cloudfront.net/static/doc/dc/73/218118e9416¢h73882218ceb496e.pd
), usando os padrbes de CrylF para a curva de calibracdo de 0; 2,5; 5; 10 e 15 ng/pL,

replicados também cinco vezes, e a leitura foi realizada a 630 nm no leitor de absorbancia
Bio-Rad®.
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2.3 Andlises Estatisticas

Para as variaveis, sobrevivéncia, biomassa, periodos de pré-oviposicdo, oviposicdo e
longevidade e o numero total de massas de ovos, os dados foram submetidos ao teste de
homogeneidade e a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Para 0 nimero de posturas por dia por fémea de S.
frugiperda e o numero de ovos por postura as médias foram discriminadas pelo intervalo de
confianca a 5% de probabilidade.

Para deteccdo e quantificagdo da proteina CrylF em cada amostra foi estimada com o
declive médio das curvas de calibracdo, e a absorbancia foi normalizada para cada amostra de
acordo com a biomassa de ovos. Os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade e a
analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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3 RESULTADOS

Houve diferenca significativa entre os tratamentos para a biomassa das lagartas aos 10
dias. No tratamento controle, formado por S. frugiperda suscetivel sem exposicéo a proteina,
a biomassa foi maior, diferindo estatisticamente dos outros trés tratamentos, onde somente o
macho foi exposto a proteina, somente a fémea foi exposta e ambos foram expostos a proteina
CrylF, sendo que os trés ultimos ndo diferiram entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade (TABELA 1). Quando observada a longevidade, também se verificou diferenca
significativa entre os tratamentos. Para o tratamento controle este periodo foi estatisticamente
maior quando comparado aos demais tratamentos, onde havia macho, fémea ou ambos
oriundos de linhagem resistente a proteina (TABELA 1).

Em relacdo aos periodos de pré-oviposicdo e oviposicdo a diferenca foi significativa
entre o tratamento em que ambos 0s sexos foram expostos a proteina CrylF sendo estes
periodos menores em relacdo ao tratamento controle (TABELA 1). Quando a variavel
observada foi o numero total de posturas, também verificou-se diferenca significativa entre o0s
tratamentos, no tratamento controle, 0 nimero de posturas/fémea foi maior. Para todos os
outros tratamentos onde machos, fémeas ou ambos oriundos de linhagem resistente a proteina,

0 nimero de posturas foi significativamente menor (TABELA 1).

Tabela 1 - Biomassa larval (mg) (n=20), periodos de pré-oviposicao, oviposicdo, longevidade
e numero total de posturas (xep) por fémea de Spodoptera frugiperda (n=10)
expostos ou ndo a proteina CrylF na fase larval. Temperatura 25 + 2°C, 12 horas de
fotofase e 60 + 10% UR.

N A [0}

Tratamentos Biomassa . Pre_ ~. Oviposicdo Longevidade N° de

larval 0Viposicio posturas

3 e O suscetiveis nfio expostos 270,3 + 2,44 + 7,94 + 12,94 + 12,83 +
1991 a 0,17 a 0,55a 0,34 a 0,18a
O resistent ¢ 170,3 + 1,88+ 6,38 + 11,38 + 9,00 £
resistente exposta 19,16 b 0,20 ab 0,34 ab 0,16 b 0,65b
3 resistente exposto 167,8 + 1,90 + 583+ 9,77 £ 7,88 +
P 17,03 b 0,16 ab 0,33 ab 0,32b 0,36 b
& e Q resistentes expostos 148,7 + 1,72+ 6,61+ 9,33+ 9,83+
14,26 b 0,16 b 041b 0,45b 0,73b

Médias seguidas pela mesma letra, ndo se diferem na mesma variavel pelo teste de Tukey (P < 0,05).
Fonte: Do autor (2017).
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Houve diferenca significativa para sobrevivéncia larval quando lagartas resistentes e
suscetiveis foram expostas a proteina CrylF. Onde lagartas suscetiveis foram expostas a
CrylF a mortalidade foi de 100%. Para as lagartas resistentes em que ambos 0s sexos ou
somente 0 macho ou a fémea foram expostos a CrylF e o tratamento controle, a sobrevivéncia
variou em média de 85 a 90% (TABELA 2). A populacdo de S. frugiperda resistente a
proteina CrylF exposta a mesma proteina e para o tratamento controle, o0s insetos
completaram o ciclo de desenvolvimento. Assim foi possivel obter adultos para formacéo de
casais apenas com lagartas resistentes, mesmo havendo exposicéo as folhas com proteina Bt

no final da fase larval.

Tabela 2 - Porcentagem de sobrevivéncia (+ep) de Spodoptera frugiperda expostos ou ndo a
proteina CrylF. Temperatura 25 + 2°C, 12 horas de fotofase e 60 + 10% UR.

Tratamentos % sobrevivéncia larval
4 e Q resistentes expostos a CrylF 90,27 £ 2,78 a

& resistente exposto a CrylF 90,11 +3,47a

4 e @ suscetiveis ndo expostos a CrylF 86,11+ 3,26 a

Q resistente exposta a CrylF 84,72+ 4,05a

4 e Q suscetiveis expostos a CrylF 0,00+£0,00b

& suscetivel exposto a CrylF 0,00£0,00b

Q suscetivel exposta a CrylF 0,00+0,00 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05); n=9.
Fonte: Do autor (2017).

O numero de posturas diarias para o tratamento controle foi em média maior em
relacdo aos tratamentos que apenas um dos sexos resistentes foi exposto a proteina CrylF
(FIGURA 1). O pico de postura para todos os tratamentos ocorreu entre o quarto e sexto dia,
reduzindo a partir do sétimo dia. O pico de posturas para o tratamento controle ocorreu no
quarto dia de oviposicdo. Para o tratamento onde somente o0 macho e quando ambos 0s sexos
foram expostos a proteina CrylF, no sexto dia houve o pico de posturas e quando somente a

fémea foi exposta a proteina Cry1F esse pico foi no quinto dia.
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Figura 1 -NUmero médio de posturas por dia por fémea de Spodoptera frugiperda expostas ou
ndo a proteina CrylF (zic, P=0,05). Temperatura 25 + 2°C, 12 horas de fotofase e
60 £ 10% UR.
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Fonte: Do autor (2017).

Até o quinto dia de oviposicdo 0 numero de posturas acumulados para o tratamento
controle foi de 66% das posturas. Para o tratamento em que ambos foram expostos a proteina
no quinto dia de oviposic¢do chegou a 53% das posturas totais. Quando somente o macho foi
exposto, 61% das posturas foram realizadas até o quinto dia de oviposicdo, e o tratamento
onde somente a fémea foi exposta a proteina CrylF, 69% das posturas foram colocadas até o
quinto dia de oviposicao.

Quando somente o macho foi exposto a proteina CrylF a concentracdo de CrylF
observada nos ovos foi crescente até o terceiro dia onde ocorreu o pico da concentragdo, e no
quinto dia ndo foi detectado. No tratamento em que somente a fémea foi exposta, o pico de
proteina CrylF nos ovos foi registrado no segundo dia, apds o qual se registrou queda e no
quarto dia de oviposi¢do ndo foi mais possivel detectar a proteina. Quando ambos 0s sexos
foram expostos a proteina Cry1F, o pico de deteccédo da proteina foi verificado no quinto dia.
Assim, a concentracdo de CrylF detectada nos ovos quando ambos parentais foram expostos
a proteina foi maior no quinto dia. O contrario ocorreu para quando apenas 0 macho ou a
fémea foram expostos a proteina CrylF, onde a quantidade registrada foi significativamente
menor nas ultimas posturas (FIGURA 2).
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Figura 2 -Concentracdo da proteina CrylF (ng/10 ovos) sequestrada por Spodoptera
frugiperda e transferida para os ovos, durante cinco dias de oviposi¢cdo, em
diferentes tratamentos, dez casais por tratamento. Barras seguidas pela mesma
letra, ndo se diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Fonte: Do autor (2017).

Quando ambos os pais foram expostos a proteina, a concentragdo de proteina
sequestrada nos ovos foi significativamente maior em relagdo a quando apenas 0 macho ou a

fémea foram expostos a proteina CrylF (TABELA 4).

Tabela 4 - Quantidade da proteina CrylF encontrada em ng/massa de dez ovos de Spodoptera
frugiperda (xep). Temperatura 25 + 2°C, 12 horas de fotoperiodo e 60 + 10% UR.

Tratamento ng Cry1F/10 ovos
d e Q resistentes expostos a CrylF 2,6746 a
& resistente exposto a CrylF 1,8061 b
Q resistente exposta a CrylF 1,1907 b
d e Q suscetiveis ndo expostos a CrylF 0,0 c

Médias seguidas pela mesma letra, ndo se diferem na mesma variavel pelo teste de Tukey (P < 0,05),
(n=50). Fonte: Do autor (2017).

Houve variacdo no numero de ovos/postura em relagdo ao tempo. Quando ambos os

sexos foram expostos a proteina CrylF o pico de ovos por postura foi no segundo dia,



49

reduzindo a 49% desse valor no quinto dia de oviposi¢do. Nos tratamentos controle e quando

somente o macho foi exposto a proteina CrylF o pico de ovos por postura ocorreu nos trés

primeiros dias, diminuindo no quarto, seguido do quinto dia de oviposicdo. Quando somente a

fémea foi exposta a proteina CrylF esta quantidade foi maior no terceiro, segundo e gquarto

dia, com reducgdo do nimero de ovos por postura no quinto dia, e no primeiro, 0 nimero de

ovos por postura foi menor em relag@o aos outros dias neste tratamento (FIGURA 3).

Figura 3 - Numero de ovos por postura, por dia, por fémea de Spodoptera frugiperda expostas
ou ndo a proteina CrylF. Barras sobrepostas, ndo se diferem pelo intervalo de
confianca (P < 0,05). Temperatura 25 + 2°C, 12 horas de fotofase e 60 £ 10% UR.
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DISCUSSAO

A mortalidade completa apresentada pela populagéo suscetivel de S. frugiperda que se
alimentou do milho expressando CrylF prova a suscetibilidade da coldnia utilizada e os
diferentes niveis de suscetibilidade das populagdes de S. frugiperda. Portanto, ndo foi possivel
avaliar a diferenca entre sequestro e transferéncia da toxina entre resistentes e suscetiveis,
uma vez que as suscetiveis mesmo expostas a toxina apenas no final da fase larval, ndo
conseguiram completar o ciclo. Este fato também ocorreu com col6nias de S. frugiperda
resistentes e suscetiveis a diferentes eventos de milho Bt estudadas por Horikoshi et al.
(2016D).

Esta morte completa em relacdo aos suscetiveis mesmo apds se alimentaram do milho
Bt no final do ciclo larval, representa a quebra de um padrdo que existe da interacdo Bacillus
thuringiensis (Bt) x inseto. Esta interacdo € historicamente avaliada em testes de
patogenicidade e viruléncia, onde o efeito do Bt é avaliado no periodo de uma semana, pelo
parametro mortalidade, e isto ndo mede os possiveis efeitos nas gera¢fes subsequentes. A
resisténcia pode ser caracterizada quando um inseto deixa de ser controlado pela toxina
presente na planta e consegue sobreviver durante todo o ciclo se alimentando desta planta e
gerar descendentes viaveis (ANDOW, 2008). Foi o que aconteceu neste estudo, a populacéo
resistente utilizada foi a selecionada por Leite et al. (2016), onde mostra ter tido réapida
selecdo de resisténcia a CrylF e em alto nivel devido a sua alta sobrevivéncia depois de
quatro geragoes.

No entanto, apesar de ndo haver diferenca significativa para a sobrevivéncia entre 0s
tratamentos com S. frugiperda resistentes, que foi exposta a CrylF e o tratamento controle, a
biomassa das lagartas no tratamento controle foi significativamente maior. 1sso mostra que,
apesar de ser resistente, houve uma inibicdo do crescimento, o que pode deixar a lagarta mais
vulnerdvel no campo, por exemplo, ao ataque de inimigos naturais. Isso contraria os dados
inicialmente propostos por Leite et al. (2016) para col6nia selecionada em 2012, mostrando
que quatro anos apos a selecdo os dados permanecem semelhantes. A resisténcia recessiva
esta associada a aptidao reduzida dos insetos resistentes, que é chamado de custo adaptativo, €
uma resposta evolutiva das espécies alvo a pressdo de sele¢do impostas pelas proteinas toxicas
(Santos-Amaya et al., 2016).

O fato dos periodos de pré-oviposicao e oviposic¢ao terem sido menores quando ambos
pais resistentes foram expostos a proteina CrylF e a longevidade e o nimero de posturas

terem sido significativamente maiores no tratamento controle, indica diferencas nas



o1

populacdes selecionadas para resisténcia a proteina. Essas diferencas nas populacfes tém sido
observadas em condi¢fes de campo nas diferentes suscetibilidades as proteinas do Bt.
Trabalhos ao longo das geracdes de S. frugiperda resistente a proteina CrylF mostraram néo
haver custos adaptativos e, portanto, as diferencas encontradas neste trabalho podem ser
pequenas para que se possa afirmar tratar-se de custo adaptativo. De acordo com alguns
trabalhos ndo héa reversao da resisténcia uma vez selecionada, e é provavel que seja estavel no
campo mesmo sem a pressdo de selecdo (STORER et al., 2012; FARIAS et al., 2014; VELEZ
etal., 2014; HORIKOSHI et al., 2016a; LEITE et al., 2016; SANTOS-AMAYA et al., 2016).

A transferéncia entre geracOes de proteinas Cry envolve a transferéncia da proteina
dos pais para 0s ovos, e neste caso hd um sequestro desta proteina da planta Bt para a prole. A
proteina Cryl1F foi detectada nos ovos de S. frugiperda para a populacéo resistente a CrylF,
onde um ou ambos parentais foram expostos a CrylF. Portanto, a alimentacédo de lagartas em
folha de milho contendo a proteina CrylF, mesmo que apenas por cinco dias, propiciou o
sequestro e transferéncia para os ovos da geracdo F1. A deteccdo de CrylF nos ovos de S.
frugiperda depois da exposicdo dos pais a proteina toxica confirmou que as larvas sdo capazes
de sequestrar CrylF presente na folha do milho e transferi-la para sua prole. Esta transferéncia
foi demonstrada também no lepidoptero C. lacinia. Concentragdes nédo letais de CrylAc
foram oferecidas a geracdo dos pais e a transferéncia foi confirmada pela detecgdo de CrylAc
em ovos (PAULA et al., 2014).

A exposicdo de ambos os pais ou de somente um deles viabilizaram o sequestro e
transferéncia de CrylF para os ovos. Este mesmo fato também ocorreu na detec¢do de
sequestro e transferéncia de CrylF pelo predador Harmonia axyridis (Pallas, 1773)
(Coleoptera: Coccinellidae) ao se alimentar de pulgdes Myzus persicae (Sulzer, 1776)
(Hemiptera: Aphididae) que se alimentaram de dieta liquida contendo CrylF, demonstrado no
trabalho de Paula, Souza e Andow (2015) e os autores sugeriram que nas fémeas a CrylF
provavelmente foi sequestrada nos ovarios, onde poderia ser transferida por passagem
transovariana, € 0os machos poderiam ter transferido toxina a prole através do contetdo
seminal dos espermatozoides.

O mecanismo fisiolégico de como acontece este sequestro, ndo é conhecido. No
entanto, quando o inseto ingere uma proteina esta passa pela membrana peritréfica do
intestino médio e pode ser armazenada no corpo gorduroso que € responsavel pela sintese de
muitos componentes da hemolinfa (CRUZ-LANDIM, 1983; TELFER; KUNKEL, 1991;
LOCKE; COLLINS, 1968). Desta forma, isto pode também ocorrer com a proteina Cry em S.

frugiperda. A membrana peritréfica perivisceral recobre o sistema digestivo e possuem
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trofécitos e endcitos que sdo capazes de armazenar proteinas, lipideos e glicogénio (KILBY,
1965; LOCKE; COLLINS, 1968). Portanto, proteinas Cry podem ser transportadas por
enocitos ou pelo pela vitelogenia, uma vez que os trofdcitos desempenham papel no processo
de vitelogénese, onde as reservas sao armazenadas nos ovacitos, formando o vitelo dos ovos
(CRUZ-LANDIM, 1983; RAIKHEL; LEA, 1986; RAIKHEL; DHADIALLA, 1992). Em
insetos machos, 0s compostos quimicos ingeridos provavelmente sdo sintetizados e
armazenados nas glandulas acessorias do sistema reprodutor. Estas glandulas sdo responsaveis
por secrecOes que fornecem nutricdo e protecdo para os espermatozoides, insetos da ordem
Lepidoptera possuem apenas um par de glandulas acessérias que sdo conectadas com 0s
ductos deferentes e o ducto ejaculatério chamado simplex (CHAPMAN, 1998). E comum em
alguns lepiddpteros, os machos transferirem grandes quantidades de metabdlitos de plantas
como, por exemplo, alcaloides para as fémeas durante a cOpula. Essas substancias sdo
encontradas nos ovos com funcéo protetora contra os inimigos naturais (DUSSORT et al.,
1988). Desta forma a proteina Cry quando ingerida, pode fazer este mesmo percurso, e ao ser
armazenada nas glandulas acessorias, é secretada para o conteddo espermatico e transferido
para a fémea.

A quantidade de proteina Cry ingerida pode diferir muito entre espécies de herbivoros.
Essa variacdo tem relacdo com o tempo e local de expressdo da toxina na planta, a forma de
alimentacdo dos herbivoros, e a quantidade de material vegetal que ¢ ingerido (DEVOS et al.,
2012). Avaliacdo do sequestro e transferéncia de proteinas Cry tem sido realizada para outros
grupos, por exemplo, no é&caro-rajado Tetranychus urticae (Koch, 1836) (Acari:
Tetranychidae), foi encontrada alta concentracdo de proteinas Cry quando alimentados com o
milho ou algoddo Bt, e as concentragcdes foram iguais ou mesmo superiores aos niveis nos
tecidos da planta (TORRES; RUBERSON, 2008; LI; ROMEIS, 2010). Por outro lado, em
larvas de lepidopteros como Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) ou Spodoptera littoralis
(Boisduval, 1833),ambas espécies (Lepidoptera: Noctuidae) foram encontrados niveis de
proteina Cry mais baixos do que os presentes em plantas Bt (OBRIST et al., 2006; LAWO;
WACKERS; ROMEIS, 2010). Em contraste, em insetos sugadores como pulgdes, ndo foi
encontrado nenhum ou apenas vestigios de proteinas Cry depois de se alimentarem de plantas
Bt (ROMEIS; MEISSLE, 2011; CHEN et al., 2012). Farias et al. (2014) verificaram que a
resisténcia foi totalmente recessiva em um bioensaio com 2.000 ng Cry1F/cm? incorporado
em dieta artificial. Monnerat et al. (2015) demonstraram que populagdes suscetiveis
apresentaram CLso de 342 ng CrylF/cm?, e na populacdo resistente & CrylF foi maior que
3.500 ng Cry1F/cm? de dieta artificial.
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Na folha de milho do evento TC1507, que expressa a proteina CrylF detectamos a
concentracdo de 207,89 + 5.855 ng CrylF/mg de folha, e nos ovos analisados quantidade
encontrada foi 2,6746 ng CrylF/10 ovos, ou seja, 77 vezes inferior a folha. No entanto a
exposicdo em baixas doses da proteina txinca configura-se em um mecanismo de pressédo de
selecdo, uma vez que estamos tratando de embrides, cujas concentragdes letais ndo foram
medidas e que exposi¢do a baixas concentracfes promovem sele¢do gradual. Além disso, é
importante ressaltar que no presente estudo as lagartas passaram somente cinco dias se
alimentando da folha de milho contendo a proteina, e em condi¢des de campo pode ocorrer
durante todo o ciclo de desenvolvimento do inseto, o que pode levar ao acumulo ainda maior
da proteina, agravando o processo de selecdo da resisténcia.

Neste trabalho, quando ambos os pais foram expostos a toxina, maior foi a quantidade
de proteina detectar nos ovos. Apesar de ambos 0s sexos viabilizarem o sequestro e
transferéncia da proteina Cry1F, quando somente a fémea foi exposta foi possivel identificar a
proteina somente até o quarto dia de oviposi¢do, diferente dos outros tratamentos. Com isto, a
quantidade de proteina encontrada nos ovos também foi menor quando somente a fémea foi
exposta a proteina CrylF em relacdo a somente 0 macho exposto, ou quando ambos foram
expostos a proteina, mesmo que a quantidade de ovos tenha sido maior (FIGURA 3).
Portanto, a maior concentracdo de proteina CrylF encontrada quando ambos pais foram
expostos a CrylF provavelmente teve maior contribuicdo de sequestro e transferéncia por
parte do macho, mostrando ter maior capacidade de realizar esta atividade através dos
espermatozoides. No entanto, estudos complementares com esta populacdo resistente sdo
necessarios para avaliar se ha efeito ligado ao sexo, avaliando, por exemplo, a suscetibilidade
das geracdes seguintes provenientes destes tratamentos.

A concentracdo de CrylF detectada nos ovos ndo reduziu nos cinco primeiros dias de
postura quando ambos os pais foram expostos a toxina, mas reduziu significativamente
quando apenas um dos pais foi exposto. Curiosamente, quando ambos os sexos foram
expostos, a concentracdo de proteina encontrada foi significativamente maior no quinto dia,
que foi o Gltimo dia de oviposicdo analisado. Como para a maioria dos tratamentos o pico do
namero de ovos (mais de 60% da quantidade total de posturas) foi antes do sexto dia de
oviposicdo (FIGURA 1), as analises foram realizadas por cinco dias de oviposi¢&o.

Este é o primeiro estudo de deteccédo e quantificacdo da proteina CrylF em ovos de S.
frugiperda e estudos posteriores sdo necessarios para determinar o mecanismo de sequestro e
transferéncia das toxinas CrylF para 0s ovos sdo necessarios para entender estes padrdes de

comportamento.
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O contrario ocorreu no trabalho de Paula, Souza e Andow (2015) para H. axyridis,
onde se observou maior quantidade de proteinas nos primeiros dias de oviposi¢do em relacdo
aos ultimos. Contudo, os padrdes alimentares dessas espécies sdo completamente diferentes,
sobretudo pelo fato dos niveis troficos e contato com a proteina ndo obedecem ao mesmo
modelo. Como H. axyridis é um predador e esta no terceiro nivel trofico, sequestrou CrylF de
M. persicae, ja S. frugiperda esta no segundo nivel tréfico e sequestrou a proteina expressa na
folha, que € o primeiro nivel tréfico e, portanto possui maior concentracdo da proteina.

Nossos resultados contribuem para o entendimento da evolugdo da resisténcia e
reforcaram a importancia do uso adequado de areas de refagio (HORIKOSHI et al., 2016b),
uma vez que quando ambos 0s sexos resistentes sdo expostos a proteina o sequestro e
transferéncia para os ovos é potencializado. Quando somente um dos pais é exposto ocorre a
queda no 3° e 4° dia, mas com a exposicdo de ambos, a quantidade aumenta. Assim, se
imaginarmos a existéncia das areas de reflgio em propor¢do adequada, haveria maior
possibilidade de somente um dos pais ser exposto a proteina, reduzindo a exposicdo
embrionaria. Além disso, o acasalamento com os individuos suscetiveis vindos da area de
refugio teria papel fundamental na reducdo da exposicdo dos embrides a proteina de forma

prematura.
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5 CONCLUSOES

Observamos que lagartas de S. frugiperda sequestram a proteina toxica CrylF expressa no
milho TC1507 e transferem para os ovos (geracdo F1). Ambos 0s sexos viabilizam o
sequestro e transferéncia de proteina para os ovos. Quando ambos 0s pais sdo expostos a
proteina, maior é a quantidade de proteina identificada nos ovos. N& ha reducdo na
concentracdo de CrylF detectada nos ovos para 0s cinco primeiros dias de postura quando

ambos os pais foram expostos a toxina, mas sim quando apenas um dos pais foi exposto.
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RESUMO

As interagdes ecologicas, incluindo as relacdes toxicologicas entre agentes de controle
biologico e culturas geneticamente modificadas (GM), sdo importantes para as discussoes
relativas & compatibilidade de culturas GM com as estratégias de MIP. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o comportamento de predacdo e capacidade predatdria de Orius insidiosus
e Doru luteipes sobre ovos e lagartas neonatas de Spodoptera frugiperda resistentes a proteina
CrylF expressa em milho Bt em laboratério e casa de vegetacdo. O tempo de busca e
capacidade de predacdo de ovos de S. frugiperda resistentes a proteina CrylF foram
determinados para ninfas de 1°, 3° e 5° instar de O. insidiosus e 1°, 3° e 4° de D. luteipes. Para
a avalicdo com lagartas neonatas foram determinados para ninfas de 3° e 5° instar de O.
insidiosus e 3° e 4° de D. luteipes e como testemunha foram utilizados ovos e lagartas de S.
frugiperda suscetivel a esta proteina. Para determinar o tempo de busca foi utilizado um
crondmetro disparado até a captura da primeira presa e a capacidade de predacdo através da
contagem das presas remanescentes apds 24 horas. Para o experimento de avaliacdo de
injurias foram utilizados o milho TC1507 e o milho convencional isogénico TC1507 como
controle. Combinando-se o milho Bt ou convencional com cinco lagartas e um predador O.
insidiosus e/ou D. luteipes por planta. As injdrias foram avaliadas 7, 14 e 21 dias apds a
infestacdo de lagartas com escala de injarias com notas de um a cinco. Os predadores néo
foram capazes de distinguir entre presas resistentes ou suscetiveis nos dois estadios avaliados
(ovos e lagartas) considerando o tempo de busca e o consumo. Ndo houve diferenca
significativa para o tempo de busca e capacidade de predacéo entre O. insidiosus e D. luteipes
predando ovos e lagartas de S. frugiperda resistente ou suscetivel. No entanto, verificou-se
diferenca significativa para capacidade de predacdo entre os diferentes instares dos
predadores. Ambos os predadores nos primeiros instares predaram um menor numero de
ovos. Quanto as injurias, onde havia a presenca dos predadores a nota foi significativamente
menor do que na auséncia. Assim, na presenca dos predadores observaram-se menores
injarias da lagarta mesmo quando essa era resistente a proteina CrylF, podendo ser, portanto
ferramentas para 0 manejo da resisténcia desta praga.

Palavras chave: Resisténcia. Controle bioldgico. Predadores.
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ABSTRACT

The ecological interactions, including toxicological relations between biological control
agents and genetically modified crops (GM), are important for discussions related to GM
crops compatibility with IPM strategies. The goal of this study was evaluate the predatory
behavior and capacity of Orius insidiosus and Doru luteipes on Spodoptera frugiperda eggs
and neonates resistant to the CrylF protein expressed in Bt maize, in laboratory and
greenhouse. The search time and capacity of predation of S. frugiperda eggs resistant to
Cry1F protein were determined for nymphs of first, third and fifth instars for O. insidiosus
and first, third and fourth for D. luteipes. For the evaluation of neonates were determined for
nymphs of third and fifth instars for O. insidiosus and third and fourth for D. luteipes. As
control, eggs and larvae of the susceptible S. frugiperda were used. To determine the search
time, a triggered timer was used until the capture of the first prey and the predation capacity
by counting the remaining prey after 24 hours. For the injury evaluation experiment, the
maize TC1507 and the isogenic conventional maize TC1507 were used as control, matching
the Bt or conventional maize with five neonates larvae and one predator O. insidiosus and/or
D. luteipes per plant. The injuries were assessed 7, 14 e 21 days after larvae infestation, with
scale of injuries with notes from one to five. The predators were not able to distinguish
between resistant preys or susceptible preys on the two evaluated phases (eggs and larvae)
considering search time and consume. There was not a significant difference for search time
and predatory capacity between treatments where O. insidiosus and D. luteipes were preying
on resistant or susceptible S. frugiperda eggs and larvae. However, there was a significant
difference for predatory capacity between different instars of predators. Both predators in the
first instars were preying on a smaller number of eggs. As for the injury evolution caused by
S. frugiperda, where there was predator presence, the grade was significantly smaller than in
the absence. Thus, the use of O. insidiosus and D. luteipes promoted a decrease of larvae
injury even when it was resistant to the CrylF protein, being, this way, an instrument for
resistance pest management.

Key-words: Resistance. Biological control. Predators.
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1 INTRODUCAO

O sistema tropical de cultivo tem favorecido a presenca de plantas hospedeiras para
pragas polifagas durante a maior parte do ano, a chamada ponte verde, através do plantio
sucessivo ou concomitantemente de diferentes culturas hospedeiras, tornando seu controle
cada vez mais dificil. Nesse sentido o uso do manejo integrado de pragas (MIP), que
preconiza o uso simultdneo de diferentes estratégias de manejo, tem sido cada vez mais
fomentado na busca de maior sustentabilidade no sistema de cultivo.

Uma das pragas mais polifagas dos sistemas tropicais de cultivo de grande importancia
nas Ameéricas € Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)
(BOREGAS et al., 2013; GOERGEN et al., 2016). A lagarta do cartucho é considerada a
principal praga do milho, reduzindo a produgdo de grdos em até 34% (CRUZ, 1995;
FIGUEIREDO; DIAS; CRUZ 2006).

A introducdo da tecnologia de culturas Bt tem contribuido para uma mudanca na
redistribuicdo da importancia econdmica das espécies-pragas nas lavouras. O milho Bt foi
liberado na safra de 2008/2009 e desde entdo o controle de lepidopteros-praga vem sendo
realizado, principalmente por esta tecnologia, o que diminui potencialmente os impactos pelo
uso de inseticidas (STORER et al., 2010, 2012).

Com a utilizacdo do milho Bt devem ser fomentadas a aplicacdo conjunta de
estratégias de MIP para viabilizar a tecnologia por um maior periodo, sobretudo ao considerar
0s casos de quebra da resisténcia de S. frugiperda as proteinas Cry expressas em milho
(FARIAS et al., 2014; STORER et al., 2010; HUANG et al., 2014). E crescente a demanda
por estudos com insetos resistentes as proteinas presentes em plantas Bt, tanto para aumentar
o nivel de compreensdo da evolucdo da resisténcia, quanto para adequar novas estratégias de
manejo de resisténcia de insetos (MRI) e MIP (BERNARDI et al., 2015). Nesse contexto 0s
inimigos naturais representam papel estratégico para o controle de pragas (VAN LENTEREN,
2012).

A possibilidade de associacdo com o controle bioldgico é desejavel por ser de baixo
custo, explorar outros sitios de acdo e ser sustentavel. Com isto, sdo necessarios estudos da
interacdo de pragas e seus inimigos naturais em culturas geneticamente modificadas (GM)
com resisténcia a insetos.

A lagarta-do-cartucho possui inimigos naturais como Orius insidiosus (Say, 1832)
(Hemiptera: Anthocoridae) e Doru luteipes (Scudder, 1876) (Dermaptera: Forticulidae). Estes
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predadores sdo eficientes consumidores de ovos e lagartas pequenas atuando como
importantes agentes de controle (ALBAJES et al., 2003; SILVEIRA; BUENO; VAN
LENTEREN, 2004; CRUZ; ALVARENGA; FIGUEIREDO, 1995; FIGUEIREDO; DIAS;
CRUZ, 2006; CRUZ, 2007; PASSINI; PARRA; LOPES, 2007; ARAUJO, et al., 2011;
MENDES et al., 2012b; MOSCARDINI et al., 2013; WONG; FRANK, 2013).

A predacdo é uma das interacdes ecoldgicas mais importantes para estabilidade dos
agroecossistemas, uma vez que predadores sdo mais generalistas em relacdo aos parasitoides,
muitos deles onivoros, o que faz com que consigam se estabilizar na area por mais tempo
(SCHRIJVER et al., 2016).

No Brasil, a espécie do género Orius mais abundante e de maior potencial para
utilizacdo em programas de controle bioldgico é O. insidiosus (MENDES et al., 2012a). Ja D.
luteipes € uma espécie de predador de clima tropical e possui importancia no Brasil, sendo
relevante no controle da lagarta-do-cartucho no campo, mesmo em milho Bt (REIS et al.,
1988; CRUZ, 1995).

As interacOes ecoldgicas entre agentes de controle bioldgico e culturas geneticamente
modificadas, sdo importantes para as discussfes relativas a compatibilidade de culturas
geneticamente modificadas com as estratégias de MIP. Embora os impactos no campo das
culturas GM e do controle bioldgico sejam dificeis de prever, eles sdo uma consideracao
fundamental ao incorporar as culturas GM em sistemas de manejo de pragas juntamente com
o controle biolédgico (LUNDGREN et al., 2009; SCHRIJVER et al., 2016).

Os inimigos naturais podem retardar a evolucdo da resisténcia a proteinas Bt em
organismos alvo (LIU et al., 2014). No entanto, a maioria dos estudos tritréficos com presas
expostas a proteinas Bt e efeitos sobre seus inimigos naturais sdo realizados atraves da
avalicdo das varidveis bioldgicas (ROMEIS et al., 2013). Com isto, estudos de
comportamento destes inimigos naturais ainda sdo incipientes, mas as respostas dessas
interacbes podem levantar questdes e resultados importantes relativas a mudanca de
comportamento de organismos ndo alvo a plantas GM. Estudos de comportamento de
predacdo e capacidade predatoria podem subsidiar o MIP com a utilizagdo simultanea de
culturas Bt e o controle bioldgico.

Protocolos estabelecidos por Romeis et al. (2013) ; Schrijver et al. (2016) mostram
uma lista de caracteristicas a serem avaliadas em insetos beneficos, sobretudo inimigos
naturais como organismos ndo alvo. Mendes et al. (2012a) consideram que o comportamento
de predacdo também pode ser alterado em funcédo da utilizacdo de plantas Bt e propde novas

metodologias que levam em consideracao parametros comportamentais de predacao.
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Estudos com espécies substitutas para avaliar o impacto de plantas em organismos nao
alvo ou presas artificiais sdo utilizados (CARSTENS et al., 2014; LOVEI; FERRANTE,
2016; WELCH et al., 2016). No entanto, segundo as normativas da CTNBIio n° 6 de 2008 e n°
8 de 2009, a avaliacao de risco em ndo alvos deve ser realizada caso a caso.

Souza (2017) demostrou a passagem da proteina CrylF do milho para a primeira
geragdo de S. frugiperda (segundo nivel tréfico), e essa constatagdo pode ter influéncia na
interacdo trofica com o terceiro nivel, como os inimigos naturais. Nesse sentido o presente
estudo teve como objetivo avaliar a capacidade predatoria e o0 comportamento de predacéo de
O. insidiosus e D. luteipes sobre ovos e lagartas recem eclodidas de S. frugiperda resistente a
proteina CrylF expressa em milho Bt, bem como o potencial de utilizagdo desses agentes de

CB para reducdo da injuria causada por essa praga € manejo da resisténcia.
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2 MATERIAL E METODOS

A criagdo dos insetos e a realiza¢do dos bioensaios foram conduzidas no laboratorio de

Ecotoxicologia e Manejo de Insetos da Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas-MG.

2.1 Criacgao dos insetos

A criacdo de S. frugiperda foi realizada de acordo com o descrito por Cruz (2000) em
sala climatizada a 25 £ 2°C de temperatura, 12 horas de fotofase e 60 £ 10% de umidade
relativa. Lagartas neonatas foram transferidas para copos plasticos de 50 ml contendo dieta
artificial de acordo com Parra (1996). Apds cinco dias foram individualizadas em copos de 50
ml contendo dieta artificial e vedadas com tampas de acrilico até a emergéncia do adulto. As
lagartas neonatas de S. frugiperda selecionadas quanto a resisténcia a proteina CrylF foram
mantidas de acordo com Leite et al. (2016).

A criacdo de O. insidiosus foi mantida de acordo com metodologia proposta por
Bueno (2000) e Mendes e Bueno (2001). Os insetos utilizados nos testes foram criados em
placas de Petri (20 cm de diametro) contendo local de abrigo (papel toalha), fonte de dgua
(algoddo umedecido) e alimento (ovos de Ephestia kuehniella (Zeller) ad libitum).

A criacdo de D. luteipes foi realizada de acordo com Cruz (2000) em sala climatizada
a 25 + 2°C de temperatura, 12 horas de fotofase e 60 + 10% de umidade relativa.

2.2 Tempo de busca e capacidade de predacéo

O tempo de busca e capacidade de predacdo foi realizado com ninfas de D. luteipes de
1°, 3° e 4° instares e O. insidiosus de 1° 3° e 5° alimentados com ovos de S. frugiperda
oriundos de populacéo resistente a proteina CrylF, ou de populacdo suscetivel a CrylF como
testemunha. O tempo de busca e capacidade de predagdo também foi realizado com ninfas de
D. luteipes de 3° e 4° instares e O. insidiosus de 3° e 5°, alimentados com lagartas neonatas de
S. frugiperda da populacdo resistente ou suscetivel a proteina CrylF, totalizando 20
tratamentos com 22 repeti¢cbes (TABELA 1) O tempo de busca foi avaliado com a ajuda de
um cronémetro, quando o predador foi colocado na placa, o crondmetro foi disparado até ele
predar a primeira presa, entdo o tempo foi registrado. Ap6s 24 horas, foi contabilizado o
numero de presas consumidas neste intervalo de tempo para saber a capacidade de predacéo.
O numero de presas oferecidas foi de acordo com o predador e o instar correspondente
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(TABELA 1). Os ovos foram separados das posturas com o auxilio de um pincel de cerdas
finas para a contagem. Foi realizado um pré-teste para que essa quantidade de presas
oferecidas fossem de forma add libitum. Para o bioensaio com lagartas foi adicionado na
placa além do algoddo umedecido, um pedaco de folha de milho ndo Bt para garantir a
sobrevivéncia das lagartas n&o predadas.

As placas foram vedadas com plastico filme e adicionou-se um pedaco de algodéao
umedecido de aproximadamente 2,0 x 1,0 cm para evitar o ressecamento. Vinte e quatro horas
antes do experimento os predadores foram mantidos em jejum, apenas com algoddo
umedecido. Apds 24 horas, 0os ovos ndo consumidos foram contabilizados para verificar a
capacidade de predacdo. Como testemunha, em cada placa foram colocadas somente as
lagartas, a folha de milho e o algoddo umedecido. Apo6s 24 horas precedeu-se a avaliacdo de

sobrevivéncia das lagartas.

Tabela 1 — Relacgdo entre instares dos predadores e tipo de presa fornecida, onde R= resistente
e S=suscetivel. Temperatura 25 + 2°C, 12 horas de fotofase e 60 + 10% UR.

Tratamento Predador Instar Presa (tipo)  Presa (n) Estadio
Ensaio 1
1 D. luteipes 1° R 40 0vo
2 D. luteipes 1° S 40 0vo
3 D. luteipes 3° R 80 0vo
4 D. luteipes 3° S 80 0vo
5 D. luteipes 40 R 80 0vo
6 D. luteipes 40 S 80 0vo
7 D. luteipes 3° R 15 Lagarta
8 D. luteipes 3° S 15 Lagarta
9 D. luteipes 40 R 50 Lagarta
10 D. luteipes 40 S 50 Lagarta
Ensaio 2
1 O. insidiosus 1° R 10 0vo
O. insidiosus 1° S 10 ovo
3 O. insidiosus 3° R 10 0vo
4 O. insidiosus 3° S 10 0vo
5 O. insidiosus 50 R 10 0vo
6 O. insidiosus 50 S 10 ovo
7 O. insidiosus 3° R 10 Lagarta
8 O. insidiosus 3° S 10 Lagarta
9 O. insidiosus 50 R 12 Lagarta
10 O. insidiosus 50 S 12 Lagarta

Fonte: Do autor (2017).
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2.3 Injuria causada por S. frugiperda resistentes a proteina CrylF em milho Bt na
presenca e auséncia de predadores

O bioensaio foi instalado em uma casa-de-vegetacdo em 30 de maio de 2016 na
Embrapa Milho e Sorgo, (25 £ 5 °C, 70 = 15% UR). Para o experimento, utilizou-se o milho
Herculex® evento TC1507, que expressa a proteina CrylF, e o milho convencional isogénico
TC1507 como controle. Para o milho Bt foram feitas as seguintes combinacdes: 1) lagartas +
O. insidiosus, 2) Lagartas + D. luteipes, 3) Lagartas + O. insidiosus + D. luteipes e 4) lagartas
apenas (testemunha) e o milho convencional somente com lagartas para comparagdo de milho
Bt e ndo Bt. Nos tratamentos de milho Bt foram utilizadas lagartas resistentes a proteina
CrylF, e nos demais, lagartas suscetiveis, a fim de avaliar interacdo de populages resistentes

e suscetiveis com predadores, totalizando cinco tratamentos (TABELA 2).

Tabela 2- Tratamentos testados na casa de vegetacdo para notas de injuria de Spodoptera
frugiperda com relacdo de predadores por planta, onde R=resistente e
S=suscetivel. Temperatura 25 + 2°C, 12 horas de fotofase e 60 + 10% UR.

Tratamento Milho Presa Pradador/planta
1 CrylF Lagarta R 1 D. luteipes
2 CrylF Lagarta R 1 O. insidiosus
3 CrylF LagartaR 1 D. luteipes + 1 O.insidiosus
4 CrylF Lagarta R Sem predadores
5 Convencional Lagarta S Sem predadores

Fonte: Do autor (2017).

Para cada tratamento foram utilizados 12 vasos de 20 litros com solo fertilizado com
50 g de NPK 08-28-16 e 0,3% de Zn / 100 kg.v. Cada vaso foi considerado uma repeticdo, no
qual foram deixadas trés plantas. Quando estas estavam no estadio V6 (RITCHIE;
HANWAY; BENSON, 1986), foram infestadas manualmente com cinco larvas
neonata/planta. Os vasos foram cobertos com gaiola de tecido voil. e ap6s 24 horas foram
liberados os predadores de 3° instar, de acordo com a Tabela 2.

As avaliacOes foram feitas através de notas de injurias de acordo com escala proposta
por Carvalho (1970), realizadas aos 7, 14 e 21 dias ap0s a infestacdo das lagartas. As notas
foram de 0 (zero) a 5 (cinco), onde: 0 = plantas sem injuria; 1 = plantas com folhas raspadas;
2 = plantas com folhas perfuradas; 3 = plantas com lesdes nas folhas e caule; 4 = plantas com
caule quase destruido; e 5 = plantas com muitas folhas e caule totalmente destruidos. No 21°
dia apos a infestacdo das lagartas, também foi avaliado o numero de lagartas/vaso, verificando

a sobrevivéncia e biomassa.
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2.4 Andlises Estatisticas

Os ensaios de tempo de busca e capacidade de predacdo foram realizados em esquema
fatorial, sendo considerado o estadio de desenvolvimento da presa como um fator e o0 estadio
de desenvolvimento do predador outro fator. Para tanto avaliou-se a interagéo entre os fatores.
As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. No ensaio da
casa de vegetacdo foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado. Para a variavel
sobrevivéncia e biomassa das lagartas encontradas nos vasos apés os 21 dias, as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As notas de injuria foram

avaliadas pelo intervalo de confianca a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS

3.1 Tempo de busca e capacidade de predacao

N&o houve diferenca significativa para o tempo de busca de O. insidiosus em ovos de
S. frugiperda resistentes ou suscetiveis e entre os diferentes instares do predador. Para a
capacidade de predacdo de O. insidiosus também ndo houve diferenga significativa entre os
tipos de presas. No entanto, houve diferenca entre os instares, pois no 1° O. insidiosus predou
um namero menor de ovos em relacao aos 3° e 5° instares em 24 horas (TABELA 3).

Houve diferenca significativa para o tempo de busca de O. insidiosus em lagartas
neonatas de S. frugiperda apenas em relagdo aos instares. Para o 3° instar o tempo foi
estatisticamente maior em relacéo ao 5° instar. Para a capacidade de predacdo de O. insidiosus
sobre lagartas recém-eclodidas de S. frugiperda ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos nem entre os instares. (TABELA 3).

Tabela 3 - Tempo de busca em segundos e capacidade de predacdo de Orius insidiosus em
ovos e lagartas de Spodoptera frugiperda resistente e suscetivel a proteina Cryl1F.
Temperatura 25 + 2°C, 12 horas de fotofase e 60 + 10% UR.

Predacdo (numero de presas

. Tempo consumidas)
Instar Ovos
Resistente (n.s) Suscetivel (n.s) Resistente Suscetivel
1° 784,82 £ 178,23 735,00 £ 174,99 1,50£0,13b 155+£0,11b
3° 398,00 £ 106,14 602, 41 £ 212,92 2,32+0,20 a 2,64+0,27 a
5° 957,55 £ 210,42 551,77 £ 132,37 3,09+0,27 a 2,95+0,28a
Lagartas
Resistente Suscetivel Resistente (n.s)  Suscetivel (n.s)

3° 703,95 + 150,77 a 555,95 + 142 54 a 3,50 £ 0,22 3,73+0,20
5° 258,55 £102,79 b 190,36 £34,89 b 3,91+0,47 4,64 + 0,39

n.s. N&o significativo pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05), enquanto que letras diferentes na mesma
coluna se diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05). Fonte: Do autor (2017).

Para D. luteipes, ndo houve diferenca significativa entre o tempo de busca para ambas
as presas, ovos e lagartas (resistentes e suscetiveis). Para a capacidade de predagdo de D.
luteipes ndo houve diferenga significativa entre as presas resistentes ou suscetiveis, mas sim
entre os instares. Verificou-se diferenca significativa entre os instares na capacidade de
predacdo em ambas as presas. Nos primeiros instares houve uma menor capacidade de

predacdo em relacdo ao Ultimo instar (TABELA 4).
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Tabela 4 - Tempo de busca em segundos e capacidade de predacdo de Doru luteipes em ovos
e lagartas de Spodoptera frugiperda de populagdo resistente e suscetivel a proteina
CrylF. Temperatura 25 + 2°C, 12 horas de fotoperiodo e 60 + 10% UR.

Predacdo (namero de presas

. Tempo consumidas)
Instar Ovos
Resistente (n.s) Suscetivel (n.s) Resistente Suscetivel
1° 114,00 + 38,58 97,64 £ 50,42 16,09 + 0,96 ¢ 17,86 £ 1,00 ¢
3° 65,55 + 14,84 58,68 + 17,34 28,68+ 1,60b 24,64+1,70b
4° 32,86 + 6,66 30,82 £11,17 70,32+ 2,60 a 67,68 + 2,69 a
Tempo Predacgéo
Lagartas
Resistente (n.s) Suscetivel (n.s) Resistente Suscetivel
3° 30,68 £ 12,61 213,64 + 84,55 12,18+ 0,55 Db 10,18 £ 0,69 b
4° 91,55 + 46,88 86,41 + 37,41 41,05+236a 43,09+1,42a

n.s. N&o significativo pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05), enquanto que letras diferentes na mesma
coluna se diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P< 0,05). Fonte: Do autor (2017).

Para a testemunha a sobrevivéncia larval foi entre 95-98%, indicando que
praticamente ndo houve mortalidade natural das lagartas, motivo pelo qual o consumo de

lagartas medidos no presente ensaio aproximou-se do real.

3.2 Injuria causada por S. frugiperda resistentes a proteina CrylF em milho Bt na
presenca e auséncia de predadores

Houve diferenca significativa entre os tratamentos no ensaio de injuria (FIGURA 1).
As notas de injaria em milho Bt somente com lagartas resistentes a proteina CrylF e o milho
convencional com lagartas suscetiveis foram significativamente maiores do que nos
tratamentos com milho CrylF com lagartas e inimigos naturais, nos trés intervalos avaliados.
No tratamento com milho CrylF somente com lagartas resistentes a nota de injuria teve um
aumento da primeira a Gltima avaliacdo, ndo diferindo estatisticamente do tratamento com
milho convencional com lagartas suscetiveis que apresentou um aumento na nota de dano no
segundo dia de avalicdo (aos 14 dias). Quando somente O. insidiosus estava presente a maior

nota apresentada foi aos 21 dias de avaliagéo.
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Figura 1- Notas de injuria na escala de 0-5 em plantas de milho para Spodoptera frugiperda
em 7, 14 e 21 dias ap0s a infestacdo de lagartas recém-eclodidas na presenca e
auséncia de predadores, onde: CrylF = milho Bt TC1507; Lag = lagartas; Oi =
Orius insidiosus e DI = Doru luteipes. Intervalos entre barras sobrepostos, ndo se
diferem pelo intervalo de confianca (P < 0,05). Temperatura 25 + 5 °C, 12 horas de
fotofase e 70 £ 15% UR.
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Fonte: Do autor (2017).

No tratamento em que somente D. luteipes estava presente, a nota de dano foi
reduzindo da primeira avaliacdo até a ultima, aos 7, 14 e 21 dias. E quando ambos os
predadores estavam presentes esta nota teve um pequeno aumento na segunda avaliacdo e
voltou a diminuir na dltima avali¢do aos 21 dias (FIGURA 1).

Em relacdo a sobrevivéncia das lagartas ap6s 21 dias (TABELA 5), houve diferenca
significativa entre os tratamentos. Para o tratamento com milho CrylF com lagartas
resistentes juntamente com D. luteipes, O. insidiosus e ambos 0s predadores a sobrevivéncia
das lagartas foi significativamente menor em relagéo aos tratamentos com milho convencional
somente com lagartas suscetiveis e milho CrylF somente com lagartas resistentes. Quanto a
biomassa das lagartas sobreviventes ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
(TABELA 5).
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Tabela 5 - Sobrevivéncia (%) e Biomassa (mg) de Spodoptera frugiperda apos 21 dias, onde:
HX = CrylF (milho TC1507), Lag = lagartas; Oi = Orius insidiosus e DI = Doru
luteipes. Temperatura 25 + 2°C, 12 horas de fotoperiodo e 60 = 10% UR.

Tratamentos % Sobrevivéncia Biomassa (mg)
HX (Lg + DI) 6,11 +3,01b 172,60 £ 49,30 a
Hx (Lg + Oi) 12,78+ 4,38 b 239,43 £ 26,97 a
HX (Lg + Qi + DI) 8,33+£2,34Db 273,56 + 30,75 a
HX (Lg) 21,11+ 3,054a 282,56 + 20,60 a
Milho convencional (Lg) 22,00 + 3,56 a 355,65 + 36,91 a

Médias seguidas pela mesma letra na mesma variavel ndo se diferem pelo teste de Scott-Knott (P <
0,05). Fonte: Do autor (2017).
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4 DISCUSSAO

O tempo de busca de O. insidiosus e D. luteipes para ovos de S. frugiperda foi o
mesmo independentemente do instar dos predadores e de todas as combinacdes feitas
(TABELA 3 e 4). Isto mostra a habilidade de predacdo de ambos os predadores para esse
estddio de desenvolvimento. Como 0s ovos ndo apresentam reacdo de defesa ao
comportamento de predacao pode-se se inferir que a Unica dificuldade no processo de busca e
captura da presa é a deteccdo da mesma.

J& para ambas as espécies de predador em instares mais avancados, observou-se uma
maior capacidade de predacdo, com um maior consumo de ovos. Isto era esperado, pois a
medida que um inseto cresce, sua necessidade de alimento aumenta (CRUZ, ALVARENGA,
FIGUEIREDO, 1995; REIS et al., 1988; MENDES; BUENO, 2001; MENDES et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2008).

Quando as presas foram lagartas neonatas de S. frugiperda o tempo de busca para 0s
diferentes instares de O. insidiosus foi diferente. Isto pode ser explicado pelo fato das lagartas
apresentarem reacdo de defesa a0 comportamento de predacdo. Essa dificuldade pode ser
ainda maior nos instares mais novos, uma vez que O. insidiosus € um inseto pequeno,
medindo na fase adulta aproximadamente 2,5 mm, quase do mesmo tamanho de sua presa. No
caso de insetos de 5° instar este problema diminuiu (TABELA 3).

Esse comportamento também foi observado por Mendes et al. (2012b) para esse
predador para lagartas que se alimentaram do milho CrylAb. Os autores atribuiram uma
maior facilidade de predacdo das lagartas que se alimentaram do milho Bt, uma vez que esse
evento é de baixa dose (Sousa et al., 2016) e resulta em comportamentos sub letais, deixando
as lagartas mais suscetiveis a predacdo. No entanto, no trabalho de Mendes et al. (2012b),
ambos os predadores ndo diferiram entre presas alimentadas ou ndo com o milho Bt Cry1Ab,
pois as lagartas apresentaram o mesmo desenvolvimento. Para o presente estudo, como as
lagartas utilizadas eram de uma populacdo resistente a proteina Bt CrylF, elas ndo apresentam
reducdo no desenvolvimento, nem efeitos sub letais e tampouco apresentam diferenca na
reacdo a predacdo. Isso reforca a necessidade de haver estudos de biosseguranca para
liberacdo de cultivos GM (normativas n° 6 de 2008 e n° 8 de 2009, CTNBIO0).

A maioria dos trabalhos encontrados na literatura (ROMEIS; MEISSLE; BIGLER,
2006; ROMEIS et al., 2008; MENDES et al., 2012a; LEITE et al., 2014; TIAN et al., 2015;
PAULA et al., 2016) apresentam resultados, em geral, diferentes dos obtidos neste estudo,

pois avaliaram efeitos diretos e indiretos de culturas Bt em organismos ndo alvo utilizando
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presas suscetiveis e que se alimentaram da planta Bt momentos antes da exposi¢do aos seus
predadores.

Em nosso caso, as presas foram provenientes de genitores resistentes, portanto nao
precisaram se alimentar da toxina em sub dosagens, e 0s predadores ndo foram expostos a
insetos tratados com presas de qualidade nutricional baixa por ser suscetivel a proteina
(NARANJO, 2009; ROMEIS; MEISSLE; BIGLER, 2006; LUNDGREN et al., 2009). Este é
um metodo sugerido para retirar efeitos da qualidade do hospedeiro, 0 que permite que 0s
resultados obtidos sejam proximos as condigdes reais de campo (ROMEIS et al., 2011,
SHELTON et al., 2016).

Por exemplo, o predador Chrysoperla carnea (Stephens, 1836) (Neuroptera:
Chrysopidae) foi afetado negativamente quando se alimentou de larvas de Helicoverpa
armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) suscetiveis que se alimentaram com
algodao Bt. Mas ndo quando se alimentaram desse lepiddptero resistente a proteina CrylAc
presente no algodao Bt. Portanto, possivelmente a suscetibilidade a proteina gerou presas de
baixa qualidade nutricional, que podem ter levado a ateragdes nos parametros bioldgicos do
predador (LAWO et al., 2010).

Em nosso trabalho o predador D. luteipes teve a mesma habilidade de predacdo para
ambos os estadios de desenvolvimentos das presas ovos e lagartas, diferentemente de O.
insidiosus que teve maior dificuldade em predar lagartas no 3° instar. Isto era esperado, uma
vez que D. luteipes tem em média 13 mm de comprimento (REIS et al., 1988), o que equivale
a um tamanho até dez vezes maior do que O. insidiosus, deixando uma vantagem sobre este
predador nesta interacdo predador-presa. Leite et al. (2014), encontrou dados diferentes para o
tempo de busca de Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae) com
lagartas de S. frugiperda entre trés e sete dias de idade. Neste caso, o tempo de busca foi
maior a medida que o instar do predador aumentou, o que significa que este comportamento
de captura pode diferir entre predadores e entre presas de diferentes tamanhos. Reforcando a
resolucdo da CTNBIo (n° 6 de 2008 e n° 8 de 2009), onde a avaliacdo de risco em ndo-alvos
deve ser realizada caso a caso.

A capacidade de predacdo de D. luteipes em lagartas recém-eclodidas de S. frugiperda
foi influenciada pelo desenvolvimento do predador, mas ndo pelo tipo de alimento (presas
resistentes ou suscetiveis a CrylF). O nuamero de lagartas predadas foi maior no 5° instar,
aumentando sua necessidade de alimento de acordo com o desenvolvimento do inseto. Esse
predador também teve um consumo crescente em ovos de Helicoverpa zea (Boddie, 1850)

(Lepidoptera, Noctuidae) de acordo com o instar. Cruz, Alvarenga e Figueiredo. (1995)
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avaliaram o consumo diario de ovos em toda fase ninfal, sendo consumidos 45,3 ovos de H.
zea por dia no 4° instar. Nossos resultados mostram que D. luteipes de 5° instar chegou a
consumir em média 70 ovos e 43 lagartas recém-eclodidas de S. frugiperda em 24 horas.
Estes dados mostram a eficiéncia deste predador no consumo de ovos de duas importantes
pragas do milho.

Mendes et al. (2012b) mostraram, em um teste de preferéncia, que D. luteipes optou
por permanecer mais onde tinha lagartas que ndo se alimentaram de milho Bt Cy1Ab e CrylF,
mas o tempo de busca de ninfas de primeiro instar foi maior quando se tratava destas lagartas.
Os autores sugerem que quando a lagarta se alimenta de milho Bt, torna-se mais suscetivel ao
ataque do predador, principalmente nesta fase mais jovem, onde ele tem maior dificuldade de
capturar a presa.

No presente estudo O. insidiosus apresentou maior dificuldade em capturar as lagartas
quando estava no 3° instar em relacdo ao 5°. Mas n&o foi influenciado pela presa ser resistente
ou suscetivel & proteina Bt, uma vez que ambas apresentavam mesmo comportamento de
reacdo a predacdo e o mesmo desenvolvimento. Isto mostra que a agilidade de predacéo
aumenta com o crescimento dessa espécie de predador. Contudo, ambos os instares de O.
insidiosus avaliados consumiram um maior nimero de lagartas em relacdo aos ovos, mesmo
que no 3° instar tenha mostrado uma maior dificuldade de captura em relacdo as lagartas,
indicando preferéncia por esse estadio desenvolvimento da presa (MENDES et al., 2002;
BUTLER; O’ NEIL, 2006; CHOW; CHAU; HEINZ, 2010; YOO; O’ NEIL, 20009;
DOGRAMACI et al.,, 2011; PERDIKIS; FANTINOU; LYKOURESSIS, 2011; WONG;
FRANK, 2013). O comportamento de busca e a capacidade de predagdo podem variar de
acordo com o predador e suas presas, em culturas GM, e devem ser discutidas mais
especificamente.

Experimentos com Coleomegilla maculata (DeGeer, 1775) (Coleoptera:
Coccinellidae) se alimentando de Trichoplusia ni (Hibner, 1803) (Lepidoptera: Noctuidae)
resistente a Cry2Ab e CrylAc, S. frugiperda resistente a proteina CrylF e com Plutella
xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) resistente a proteina CrylAc, nédo
demonstraram efeito adverso nas variaveis biologicas dessa joaninha. Ndo houve diferenga na
escolha para alimentacdo de P. xylostella resistente ou suscetivel a proteina CrylAc (LI et
al.,2011; TIAN et al., 2012; LIU et al., 2015).

Os predadores O. insidiosus, Geocoris punctipes (Say, 1832) (Hemiptera:
Geocoridae), Zelus renardii (Kolenati, 1856) (Hemiptera: Reduviidae) e Chrysoperla

rufilabris (Steinmann, 1964) (Neuroptera: Chrysopidae) ndo apresentaram efeito negativo em
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sua biologia ao se alimentarem de T. ni resistente a proteina CrylAc / Cry2Ab e S. frugiperda
resistente a CrylF (TIAN et al., 2013; TIAN et al., 2014; SU et al., 2015).

Os parasitoides Cotesia plutellae (Kurdjumo, 1912) (Hymenoptera: Braconidae) e
Diadegma insulare (Cresson, 1865) (Hymenotera: Ichneumonidae) também néo
diferenciaram o hospedeiro P. xylostella resistente a proteina CrylAc da suscetivel e foram
eficazes no controle dos dois tipos de hospedeiro (SCHULER et al., 2004; LIU et al., 2011).
O parasitoide Cotesia marginiventris (Cresson, 1865) (Hymenoptera: Braconidae) também
ndo teve nenhum aspecto bioldgico afetado ao se desenvolver em S. frugiperda resistente a
CrylF (TIAN et al., 2014). Nestes trabalhos citados houve 0 uso de presas suscetiveis, as
quais foram “induzidas” a desenvolver resisténcia a proteinas Cry para avaliar efeitos em
inimigos naturais. Corroboram com nossos resultados indicando que presas resistentes a
proteinas Cry ndo comprometem a eficiéncia dos predadores O. insidiosus e D. luteipes e sdo
compativeis para a utilizacdo no MRI em culturas Bt.

A presenca de D. luteipes e O. insidiosus, separados ou juntos, reduziu as notas de
injaria, pois a sobrevivéncia de lagatas foi maior onde ndo haviam predadores. Ambos
apresentaram o0 mesmo comportamento de predacdo, com a mesma eficiéncia de controle em
casa de vegetacdo, ao contrario do observado em laboratério. Em funcéo disso, experimentos
em semi campo (casa de vegetacdo) e campo sdo fundamentais para medir corretamente este
comportamento de predacéo.

Para P. nigrispinus foi avaliado o dano causado por S. frugiperda suscetiveis através
da nota de injaria por meio da escala de Carvalho (1970) em plantas Bt e ndo-Bt, na presenca
e na auséncia do predador em casa de vegetacdo. O milho Bt controlou a lagarta do cartucho,
mas a infestacdo de P. nigrispinus reduziu significativamente as notas de injuria até o dltimo
de dia de avaliacdo (LEITE et al., 2014). Estes dados sdo semelhantes aos nossos resultados,
mostrando que acdo conjunta do milho Bt e de inimigos naturais pode favorecer o controle da
lagarta do cartucho diminuindo o dano causado mesmo quando ha lagartas resistentes. A acdo
de inimigos naturais poderia retardar a evolucdo da resisténcia, uma vez que mesmo com a
presenca minima dos predadores (apenas um por planta) foi possivel obter um controle
eficiente da lagarta-do-cartucho resistente a proteina CrylF.

Os resultados deste estudo mostram que, quando a resisténcia das lagartas a proteina
existe, o dano se equivale ao provocado no milho convencional, mas a presenca dos inimigos
naturais ajuda no controle desta praga sem afetar o comportamento de predacdo dos mesmos.

Como a capacidade de predagdo de O. insidiosus e D. luteipes nos diferentes estadios de



7

desenvolvimento de S. frugiperda ndo foi alterada pelo fato dessas serem ou néo resistentes a
proteina Cry1F, infere-se que os predadores ndo podem perceber a proteina Cry nas presas.
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5 CONCLUSOES

S. frugiperda resistente a proteina CrylF ndo altera o comportamento de busca e
capacidade de predacéo de O. insidiosus e D. luteipes.

A capacidade de predacdo aumenta com o desenvolvimento do predador independente
da presa ser resistente ou suscetivel.

A integracdo de milho Bt TC1507 com os predadores O. insidiosus e D. luteipes reduz
significativamente as injdrias causadas por S. frugiperda, mesmo quando as lagartas sé@o

resistentes ao evento.
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ANEXO

Tabela 1- Plantas de milho geneticamente modificadas aprovadas para Comercializacao.

Evento Caracteristicas Proteina (s) Ano de~
aprovacao
MON810 Resistente a insetos CrylAb 2007
T25 Tolerante a Herbicida PAT 2007
Resistente a insetos e
i Tolerante a herbicidas CREAD U AU
NK603 Tolerante a Herbicida CP4-EPSPS 2008
GA21 Tolerante a Herbicida MEPSPS 2008
Resistente a insetos e
TC1507 Tolerante a herbicida CrylF PAT 2008
NK603 & MONS10 Tolerante a Herbicidae o) ppops cryiap 2009
Resisténcia a insetos
Btl1 & GA21 Tolerante a Herbicidae - o) Ay pAT mEPSPS 2009
Resisténcia a insetos
MIR162 Resistente a Insetos VIP3Aa20 2009
TC1507 & NK603 Resistente a Inseto € v 1 pAT CP4-EPSPS 2009
Tolerante a Herbicida
MON89034 Resistente a insetos Cry1lA.105 Cry2Ab2 2009
Resistente a insetos e CrylAb VIP3Aa20
Btll & MIR162 & GA21 B Tolerante a herbicida MEPSPS 2010
Resistente a insetos e Cry1lA.105 Cry2Ab2
ViIBINEE 0S5 [HINEE Tolerante a herbicida CP4-EPSPS AU
MONB8017 Tolerante a Herbicidae  p) ppsps cry3p1 2010
Resisténcia a insetos
MON89034 & TC1507 & Resistente a insetos e Cry1lA.105 Cry2Ab2
NK603 Tolerante a herbicida CrylF PAT CP4-EPSPS 2010
MON810 & TC1507 Tolerante a Herbicidae  crylAb CrylF PAT 2011
&NK603 Resisténcia a insetos CP4EPSPS
TC1507 & MONS10 Tolerante a Herbicidae o1 o9 A pAT 2011
Resistente a insetos
Tolerante a Herbicidae  CrylA.105 Cry2Ab2
MON89034 & MON88017 Resistente a insetos Cry3Bbl CP4-EPSPS 2011
TC1507 X DAS-50122-7 Tolera_mte a He_rb|C|da e CrylF PAT cry34Abl 2013
Resistente a insetos cry35Ab1
Bt11xMIR162xMIR604xGA Tolerante a Herbicidae CrylAb PAT VIP3Aa20 2014
21 Resistente a insetos mcry3A mEPSPS
MIR604 Resistente a insetos mcry3A 2014
DAS-40278-9 Tolerante a herbicida aad-1v3 2015
NK603 x T25 Tolerante a herbicida CP4-EPSPS PAT 2015
TC15@7 x MON81@ x Tolerante a herbicidae  crylF crylAb PAT 2015
MIR162 x NK6@3 resisténcia a insetos ~ VIP3Aa20 CP4-EPSPS
Tolerante a herbicidae crylF PAT VIP3Aa20
e Gl (O resisténcia a insetos CP4- EPSPS AU
TC1507xMIR162 Tolerante aherbicidae (¢ paTvipgaa20 2015
resisténcia a insetos
MIR162xNK603 Tolerante a herbicida e y/\p30200 cps-EPSPS 2015

resisténcia a insetos



Tabela 1 (Concluséo)
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Evento Caracteristicas Proteina (s) Ano de~
aprovacao

MON810xMIR162 B Resistente a insetos CrylAb VIP3Aa20 2015
TC1507 x MONB810 x
MIR162 subcombinagdes Tolerante a herbicidae  CrylF pat VIP3Aa20

o, . T 2015
aprovadas e ja referidas resisténcia a insetos crylAb
anteriormente
DAS-40278-9xNK603 Tolerante a herbicidas AAD-1 epsps 2015
MilhoBHLIXMIR162XMIR60 Tolerante a herbicidae o0 Yot A0 SYIAD
4XTC1 507x5307xGA21 resisténcia a insetos P y y

pat mepsps
5307 Resistente a insetos eCry3.1Ab 2015
BtL1XMIR162 Tolerante a herbicidae ..\ oy vjipaaao0 pat 2015
resisténcia a insetos
MONB9034xTC1507xNK60 Tolerante a herbicidae ~ CTY>A:105 Cry2Ab2
3xDAS 40278-9 resisténcia a insetos G IR A~ (G- AU
EPSPS/aad-1
MONB8934xMON88017xTC Tolerante a herbicida e cry2Ab2/crylA.105/cry3
1507x DAS-59122-7 resisténcia a insetos Bb 1/cp4 epsps/cry1F/pat 2016
lcry34Abl/cry35ADbl
MONO97411 Tole_rar]te a herbluda e Cry3Bbl/cp4- 2016
resisténcia a insetos epsps/dvstn7

MON87427 Tolerante a herbicida cp4-epsps 2016

Fonte: Adaptado de CTNBio (2017).



