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ASPECTOS BIOECOLOGICOS DE Pseudoplusia includens (Walker, 1857)
(Lepidoptera: Noctuidae) em cultivares convencionais e transgénicas de

algodoeiro

RESUMO - A cultura no algodoeiro abriga uma grande quantidade de insetos
gque podem causar danos a sua producdo. A lagarta Pseudoplusia includens
(Walker) mais encontrada na soja, tem se destacado atualmente na regido Centro-
Oeste do Brasil, devido aos novos sistemas de cultivos sucessivos, soja-algodao.
Um dos principais avancos tecnologicos € a disponibilidade de cultivares
transgénicas, resistentes para algumas espécies desfolhadoras de insetos-pragas,
porém, algumas espécies, consideradas alvo da tecnologia, tem sobrevivido e
preocupado produtores. Este trabalho teve como objetivo avaliar os principais
aspectos bioldgicos de P. includens alimentadas com folhas de quatro cultivares de
algodoeiro, bem como estudar o efeito da cultivar transgénica NuUOPAL, sobre o
comportamento, sobrevivéncia e desenvolvimento do inseto. Além disso, avaliou-se
o consumo foliar de lagartas e a atratividade a estas cultivares. Avaliou-se também
a distribuicdo vertical de lagartas de P. includens na cultivar transgénica WideStrike
e na sua isolinha comercial FM 993. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (cultivares DeltaOPAL, NUOPAL,
FM 993 e FM 910), com 30 ou 60 repeticdes, conforme o experimento. No ensaio de
nao preferéncia para alimentacdo de lagartas, foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado, com 10 repeticbes, com as mesma cultivares. Para a
distribuicdo vertical de lagartas nas plantas das cultivares FM 993 e FM 975 WS foi
utilizado delineamento em blocos casualizados em esquema de parcelas
subdivididas, com 06 tratamentos (3 tercos da planta x 2 faces foliares), e 40
repeticdes. Os dados obtidos foram transformados em (x+0,5)%2 e submetidos a
Andlise de Variancia para cada cultivar e as médias dos tratamentos comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A cultivar Bt (Bollgard 1) exerce o tipo de
resisténcia por antibiose para metade da populagao larval, prolonga a fase larval das
sobreviventes; reduz o peso de lagartas e pupas, e proporciona significativamente
maior duracdo do periodo de larva-adulto. No teste de ndo- preferéncia para
alimentacao de P. includens, todas as cultivares foram preferidas para alimentacao
das lagartas, inclusive a cultivar NuOPAL, que expressa a proteina inseticida
CrylAc, ndao apresentando resisténcia as lagartas de 3° instar. Em relacdo a
distribuicdo vertical das lagartas, independente de seu tamanho e da cultivar, foram
mais encontradas nos tercos inferior e mediano do dossel das plantas e na face
abaxial das folhas. A cultivar FM 975 (WideStrike) que expressa as proteinas toxicas
CrylF e CrylAc, foi altamente eficiente na reducédo da populacdo de lagartas em
condicBes de campo, quando comparada a sua isolinha comercial ndo transgénica
FM 993.

Palavras-chave: algoddo Bt, Gossypium hirsutum, lagarta-mede-palmo da soja,
plantas transgénicas



ASPECTS BIOECOLOGY OF Pseudoplusia includens (WALKER, 1857)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) ON CONVENTIONAL AND TRANSGENIC
COTTON CULTIVARS

SUMMARY - The cotton crop has a large number of insects that can damage
the production. The caterpillar Pseudoplusia includens (Walker) most commonly
found in soybean, has been highlighted today in the Midwest region of Brazil, due to
new systems of crop rotation, soybean-cotton. One of the major technological
advances is the availability of transgenic cultivars resistant to some species of
defoliating insect pests, but some species considered target technology, has survived
and concerned farmers. This study aimed to evaluate the main biological aspects P.
includens feed by leaves of four cotton cultivars, as well as studying the effect of
transgenic NUOPAL cultivar, on behavior, survival and development of the insect.
Furthermore, were evaluated the attractiveness and foliar consumption by larvae to
the cultivars. Another objective was to evaluate the vertical distribution of larvae of P.
includens in transgenic cultivar WideStrike and its isoline commercial FM 993. Were
used a completely randomized design, using treatments with cultivars DeltaOPAL,
NUOPAL, FM 993 and FM 910, with 60 replicates for the antibiosis experiment. In
the test of non-preference for feeding caterpillars, was used completely randomized
design with 10 replicate with the same cultivars. For the vertical distribution was used
as a randomized block design in a split-plot, with 06 treatments (3 parts of plants x 2
leaf surface), and 40 replicate. The data were transformed into (x +0.5)*2 and
subjected to analysis of variance and treatments means were compared by Tukey
test at 5% probability. The Bt cultivar Bt (Bollgard 1) exerts the sort of antibiosis to half
of the larval population, extending the larval stage of the survivors. It also reduces
the larvae and pupae weight, and provides significantly greater duration period of
larval-adult. In testing the non-feeding preference of P. includens, all cultivars were
preferred for feeding caterpillars, including the cultivar NUOPAL, which expresses
the CrylAc toxic protein and showed no resistance to the 3rd larvae instar.
Regarding the vertical distribution caterpillars, regardless of size and cultivar, it was
found more in lower and middle canopy position of the plants and on the abaxial leaf.
The cultivar FM 975 (WideStrike) which expresses the toxic protein CrylF, and
CrylAc, was highly effective in reducing the population of larvae under field
conditions compared to its isoline commercial FM 993.

Key Words: Bt cotton, Gossypium hirsutum, soybean looper; transgenic plants



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

A cotonicultura € uma atividade de relevante importancia social e econémica
no cendrio agricola brasileiro. Esse destaque se da ndo so6 pela producéo de fibras
empregadas na industria téxtil, mas também pela utilizacdo de sua semente na
fabricacéo de 6leo para alimentacdo humana, para tintas, e pelo farelo do algodéo,
utilizado na alimentagéo animal (SANCHES; MALERBO-SOUZA, 2004).

As mudancas recentes ocorridas na cotonicultura brasileira acarretaram
intenso processo de reestruturacao produtiva no setor, cuja face mais aparente foi a
transferéncia geogréfica da producao, das regides tradicionais de Sdo Paulo, Parana
e Estado do Nordeste, para as novas regides produtoras no cerrado brasileiro
(FERREIRA FILHO, 2007). Na ultima década esta mudanca permitiu a retomada no
crescimento da area cultivada e a substituicdo de um modelo produtivo dependente
de mao-de-obra, com baixa produtividade, por um modelo agricola empresarial de
melhor desempenho, em virtude da introdugdo de cultivares mais produtivas e
arquitetura de plantas mais propicia a mecanizacao total da cultura (BRASIL, 2007).

A area plantada com algodao neste dltimo levantamento da safra 2011/12
ficou definida em 1.393,4 mil hectares, ou seja, 0,5% inferior a area cultivada na
safra anterior. Quanto a producdo de algoddo em pluma, os numeros finais
representam que em relacdo a safra 2010/11, ela sera inferior em 3,9%, devendo
totalizar cerca de 1.883,8 mil toneladas (CONAB, 2012).

As plantas de algodoeiro podem ser danificadas em todas as fases de seu
desenvolvimento por diversos insetos, que atacam diferentes partes das plantas,
como raiz, caule, folhas, botbes florais, flores, macés e capulhos (BUSOLI et al.,
2011).

Nos ultimos anos, a lagarta Pseudoplusia includens (Walker, 1857)
(Lepidoptera: Noctuidae) de maior ocorréncia na cultura da soja, destacando-se
como uma praga de grande importancia na cultura do algodoeiro, provocando

grandes prejuizos, principalmente na regido centro-oeste, onde o0s produtores



constataram no algodoeiro uma grande alternativa para rotacdo com a cultura da
soja precoce de primavera-verdo (BUSOLI et al., 2011).

Pesquisas em biotecnologia levaram a obtencdo de plantas geneticamente
modificadas que expressam proteinas téxicas, entre as quais, CrylAc, oriunda da
bactéria de solo Bacillus thuringiensis (BRITO, 2000; BOBROWSKI et al., 2003). Por
meio desta tecnologia, foi obtido o algodédo geneticamente modificado, denominado
Bollgard |, cujas plantas produzem a a-endotoxina de B. thuringiensis var. kurstaki,
gue é patogénica para a maioria das lagartas de lepidépteros (RAMIRO; FARIA,
2006).

No entanto, Polania et al. (2008) avaliaram a suscetibilidade de quatro
noctuideos a toxina CrylAc presente em plantas de algodoeiro e observaram que
que a ClLsp necesséria para causar mortalidade de Helicoverpa zea (Boddie, 1850)
(Lepidoptera: Noctuidae) foi maior que para Spodoptera frugiperda (J. E. Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae) e S. sunia (Guenee), destacando que o efeito da
toxina sobre S. frugiperda é reduzido, quando comparado a outros lepidopteros. No
Brasil, a partir do conhecimento do complexo de pragas que ocorrem na cultura do
algodoeiro, observa-se que a especificidade desta toxina ndo dispensa a utilizagéao
do controle quimico, principalmente para P. includens, objeto de estudos nesta
pesquisa.

Para atender esta demanda, foram produzidas novos eventos Bt para o
algodoeiro, que atendessem a um maior espectro de lepidépteros pragas da cultura.

Adamczyk e Gore (2004), em ensaio de laboratério e campo, testaram
cultivares de algodoeiro que expressavam diferentes proteinas toxicas como
CrylAc, CrylF e ambas proteinas, tecnologia conhecida como Widestrike para
Spodoptera frugiperda e S. exigua. Os autores verificaram que cultivares que
continham somente CrylF foram mais eficientes que as cultivares que expressavam
CrylAc e CrylAc mais CrylF.

Portanto o presente trabalho teve como objetivos, avaliar o efeito de
cultivares ndo-Bt e da cultivar transgénica NUOPAL (Bollgard 1°) (CrylAc) sobre o
desenvolvimento e sobrevivéncia de P. includens em algodoeiro (antibiose), a néao-
preferéncia para alimentacdo nestas cultivares, além de determinar a distribuicdo

vertical ou intra-planta de lagartas pequenas, médias e grandes de P. includens nas



superficies foliares adaxial e/ou abaxial da cultivar FM 975 WS, com expressao
simultanea das proteinas CrylAc e CrylF (WideStrike), comparada com a sua

isolinha convencional.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do algodoeiro

O algodoeiro pertencente ao género Gossypium, da familia Malvaceae, e
contém mais de 50 espécies distribuidas nos continentes Asiatico, Africano,
Americano e Oceania. O Brasil ocupa, atualmente, a sétima posicdo no ranking
mundial, com uma area plantada de 1398,1 mil hectares e produtividade de 3.793
kg/ha (CONAB, 2012).

A espécie Gossypium hirsutum L. é cultivada desde 4.000 e 2.500 a.C. na
india e no norte do Peru, respectivamente. O algodoeiro teve origem na india e
expandiu-se para o Paquistdo, Tailandia, China, Ird, Siria, Turquia e Grécia. Nos
séculos IX e X, os conquistadores arabes disseminaram o algodoeiro pelas regides
mediterraneas. Presume-se que no continente americano, o0 algodoeiro seja
originario da América Central, possivelmente nas regides que abrangem México e
Guatemala, sendo posteriormente propagado para Nicaragua, Coldombia, Brasil e
Argentina (CARVALHO, 1996).

A cotonicultura é uma atividade relevante, tanto pelo ponto de vista
econdmico quanto social. A planta de algodoeiro € resistente a seca e por iSso
representa uma opcao de cultivo em regides semiaridas, em geral deprimidas e sem
muitas alternativas para reter a populacdo no meio rural e gerar emprego e renda
(BRASIL, 2007).

A cultura do algodoeiro é também explorada comercialmente em paises
subtropicais, acima da latitude de 30°N, e mais de dois tercos da producdo mundial
provém de locais ao norte da latitude 30°N, onde se localizam os dois maiores
produtores: Estados Unidos e China (BELTRAO; SOUZA, 2007).



No entanto algumas espécies de insetos que ocorrem na cultura do
algodoeiro podem ocasionar prejuizos econdmicos se ndo forem adotadas algumas
medidas de controle. Dentre os insetos-pragas que podem causar dano econémico,
pode-se mencionar as brocas [Eutinobothrus brasiliensis (Hambledon, 1937) e
Conotrachellus denieri Hustache,1939], os pulgdes [Aphis gossypii Glover, 1877 e
Myzus persicae (Sulzer, 1776)], o tripes (Frankliniella spp.), o curuqueré [Alabama
argillacea (Hubner, 1818)], o bicudo (Anthonomus grandis Boheman, 1843), a
lagarta-das-macés [Heliothis virescens (Fabricius, 1781)], as lagartas do género
Spodoptera [S. frugiperda e S. cosmioides Walker, 1858], a lagarta rosada
[Pectinophora gossypiella (Saunders, 1843)], os acaros [Tetranychus urticae (Koch,
1836) e Polyphagotarsonemus latus (Banks, 1904)], os percevejos [Horcias
nobilellus (Bergman, 1833) e Dysdercus spp.] € a mosca-branca [Bemisia tabaci
(Gennadius, 1889)] (JACOME et al., 2003).

Na ultima década, a cultura do algodoeiro apresentou significativas alteracées
em seus indices de produtividade e distribuicdo geogréafica, migrando de areas
tradicionalmente produtoras para o cerrado brasileiro, basicamente a regido Centro-
Oeste (CONAB, 2011). Com as condi¢des de clima favoravel, apresentando estacéo
seca e chuvosa bem definida, luminosidade uniforme, fizeram com que o algodoeiro
se tornasse uma oportunidade de negdcios, além disso, era uma alternativa para
rotacdo desta cultura com outras culturas economicamente importantes, como a soja
(FONTES et al., 2006).

No entanto, a lagarta falsa-medideira Pseudoplusia includens (Walker, 1857)
(Lepidoptera: Noctuidae) de maior ocorréncia na soja até a década passada, tem
causado danos econdémicos consideraveis na cultura do algodoeiro nos ultimos anos
(BUSOLI et al., 2011).

2.2 Pseudoplusiaincludens (Walker, 1857) (Lepidoptera: Noctuidae)

Pseudoplusia includens é uma espécie com ampla distribuicdo geogréafica, e
ocorre do extremo norte dos Estados Unidos da América (EUA) até o extremo sul da
América do Sul (ALFORD; HAMMOND JR., 1982).



As lagartas se alimentam de folhas localizadas no terco inferior das plantas,
logo nos primeiros instares, selecionam as folhas mais tenras, se alimentam
daquelas com pequena quantidade de fibra, tornando-se menos exigentes a medida
gue vao se desenvolvendo. Apds o terceiro instar, consomem grandes areas
foliares, mantendo, porém, integras as nervuras principais, 0 que confere um
aspecto rendilhado as folhas atacadas (HERZOG, 1980; BUENO et al. 2009).

As lagartas apresentam coloragdo verde-clara com algumas linhas
longitudinais esbranqui¢cadas no dorso podem apresentar alguns pontos escuros em
seu tegumento. A tonalidade da cor das lagartas pode variar dependendo da dieta
consumida e fatores genéticos (SALA; SANTIAGO, 2009). Apresentam 2 pares de
pernas abdominais, caracteristica que faz com que a lagarta se desloque arqueando
0 corpo, movimento comumente chamado de “mede-palmo” (GAZZONI; YORINORI,
1995).

O inicio para a transformacdo em pré-pupa é caracterizado por uma
acentuada mudanca de coloracdo. No entanto, esta transformacdo em pré-pupa
envolve alteragcbes no sistema hormonal, envolvendo: parada na alimentacéo,
mudanca para coloragao verde amarelada uniforme, liberagao do ultimo “pellet” fecal
de coloracdo amarelo brilhante, inicio da construcao do casulo, perda de mobilidade
e transformac&o em pupa (VAZQUEZ, 1986).

Os adultos sdo mariposas com cerca de 35 mm de envergadura com as asas
superiores de coloracéo cinza-escura, apresentando um pequeno desenho prateado
no centro, em forma de “U”. Os ovos s&o colocados isoladamente na face inferior
das folhas e nos ponteiros, apresentando a coloragcdo branca (FUNICHELLO;
GRIGOLLI; BUSOLI, 2011).

A longevidade dos pode variar de 9,8 até 18,2 dias (MASON; MACK, 1984). O
namero total médio de ovos pode variar de 144 a 195,3 ovos, sendo que 80 a 90%
do total de ovos sé&o colocados até o sétimo dia (VAZQUEZ, 1986).

Em estudos realizados no Brasil por Bueno et al. (2009) foi observado que o
ovo de P. includens é depositado de forma isolada, com diametro de 0,52 mm a 0,53
mm, de cor amarela brilhante com 31 a 33 costas radiais e distintas costas
transversais, sendo que a dieta pode alterar a coloracdo dos ovos, em criacao

massal. Nao existem sinais de desenvolvimento embrionério até, aproximadamente,



36 h apos a oviposicao. O periodo de incubacéo, a 25° C, dura cerca de trés dias. A
viabilidade dos ovos pode variar de 39,7 a 100%, sendo essas variagcoes,
relacionadas principalmente as metodologias utilizadas na pesquisa (YOUNG;
YEARIAN, 1982; MITCHEL, 1967; BEACH; TOOD, 1985).

Em trabalhos realizados na Geodrgia, EUA, P. includens apresentou duracao
do periodo de desenvolvimento larva-adulto de 26,5 e 31,7 dias, quando
alimentadas com folhas de soja e algodoeiro, respectivamente. A maior duragao do
desenvolvimento em folhas de algodoeiro foi atribuida & presenca de gossipol nas
folhas da planta (MITCHEL, 1967).

2.3 Algodéao transgénico

De modo geral, o controle da lagarta-mede-palmo da soja € realizado por
meio de aplicacdo de inseticidas. A utilizacdo de plantas transgénicas com
resisténcia a insetos pode reduzir a necessidade de aplicacdo desses agrotdxicos,
com consequente reducéo dos custos de producédo (BESPALHOK FILHO; GUERRA;
OLIVEIRA, 2012).

A resisténcia de plantas de algodoeiro ao ataque de insetos consiste na
habilidade de certas cultivares produzirem algoddo em maior quantidade e melhor
gualidade, sob o ataque de pragas (LARA, 1991). Sendo assim, esta pratica consiste
em uma das principais ferramentas para o sucesso de um programa de Manejo
Integrado de Pragas (MIP), e a obtencdo de plantas transgénicas tém se tornado
uma das alternativas mais aceitaveis, devido aos beneficios oriundos desta pratica
(PARRA et al., 2002).

Pesquisas em biotecnologia levaram a obtencdo de plantas geneticamente
modificadas que expressam proteinas toxicas, entre elas, CrylAc, oriunda da
bactéria de solo B. thuringiensis (BRITO, 2000; BOBROWSKI et al., 2003). Estas
plantas modificadas geneticamente podem controlar algumas das pragas mais
importantes de varias culturas e reduzir a aplicacdo de inseticidas sintéticos. Atraves
desta tecnologia, foi obtido o algoddo geneticamente modificado, denominado

Bollgard I, que produz em suas células, a a-endotoxina de B. thuringiensis var.



kurstaki, que é altamente patogénica para algumas lagartas de lepidopteros
(RAMIRO; FARIA, 2006).

As pesquisas com algoddo transgénico iniciaram-se em 1986 nos Estados
Unidos, sendo que as primeiras plantas geneticamente modificadas foram obtidas
em 1989. Naquele pais, a liberacdo para comercializacdo da primeira cultivar
transgénica s6 ocorreu em 1996. No Brasil, a liberagdo comercial da cultivar Bollgard
I® da Monsanto Brasil Ltda., denominada de NUOPAL, que expressa a proteina
CrylAc, sO6 ocorreu em marco de 2005 de acordo com o Parecer Técnico
Conclusivo, CTNBIO N” 513/2005 (BARROSO et al., 2005).

Essas plantas geneticamente modificadas estdo sendo utilizadas como téatica
de controle de pragas em varios paises, e de acordo com Roush (1997); Gould
(1998); Ferreira et al. (2007), a tecnologia do algoddo Bollgard (MON 531)
representa um novo conceito de controle de pragas, contribuindo para reducdo no
uso de inseticidas nao-seletivos para pragas-chave da cultura do algodoeiro, bem
como diminuir os riscos de resisténcia de insetos aos produtos quimicos,
proporcionando beneficios significativos aos agricultores, ao meio ambiente e para a
sociedade em geral.

Nos Estados Unidos, geralmente, sdo realizadas de 5 a 12 aplicacdes de
inseticidas no decorrer da safra em algodao convencional, e com o uso de algodéo
transgénico o numero de aplicacbes reduziu para 1 a 3 aplicacdes (DAVIS et al.,
1995; BACHELER; MOTT; MORRISON, 1997). Carlson; Marra; Hubbell (1998)
verificou que algumas regides produtoras de algoddo nos Estados Unidos que
adotaram as cultivares transgénicas, obtiveram aumentos de produtividade da
ordem de 11,4% em relacdo as cultivares convencionais, com reducdo de 72% no
consumo de inseticidas comparado as areas de plantios convencionais.

Em outros paises também houve reducdo do uso de inseticidas com a adogao
de cultivares transgénicas. Na india foi de 70%, na Australia de 85% e na China de
60 a 80%, além disso, foi demonstrado que em funcdo do menor uso de inseticidas
houve uma diminuicdo significativa no numero de intoxicagbes de agricultores
(CHRISTOU et al., 2006; DOWNES; MAHON; OLSEN, 2007).

Com relacdo ao algodao brasileiro, Santos (2002) e Ramiro; Santos;

Montezuma (2002), relataram que esta tecnologia controlou as infestacdes de A.



argillacea, H. virescens e P. gossypiella, enquanto que na cultivar convencional
houve 3 a 4 aplicacdes de inseticidas para o controle destas pragas. Desta maneira
os resultados indicam a potencialidade de reducdo do uso de inseticidas, para o
controle destes lepidOpteros-praga. Entretanto, em trabalho realizado por Ferreira
Filho et al. (2003), os pesquisadores verificaram uma grande variacdo na reducao
potencial de custos com o0 uso de variedades transgénicas, dependendo
principalmente do espectro de pragas presentes em cada regiao.

Em trabalho realizado por Costa et al. (2011) foi observada reducgéao
significativa do niumero de lagartas de A. argillacea em plantas da cultivar NuOPAL
(Bollgard 1®) de algodoeiro, comparada & sua isolinha DeltaOPAL.

Lima e Torres (2011) ao avaliarem o efeito da producédo da toxina CrylAc
sobre a preferéncia de alimentacdo e oviposicao de A. argillacea, notaram que a
acado da toxina influencia apenas a preferéncia de alimentacdo das lagartas, nao
interferindo na preferéncia por oviposi¢ao pelos adultos.

Em relacdo a H. virescens, Tomquelski (2009) analisou o custo de producao
de algodoeiro Bt e convencional, comparando tratamentos em que eram realizadas,
ou ndo, aplicacbes de inseticidas em éareas Bt e ndo Bt. O autor verificou que a
infestacdo das plantas transgénicas por H. virescens pulverizadas ou ndo com
inseticidas nao foi alterada, destacando o controle efetivo da toxina na manutencao
baixa da populacéo da praga. Busoli et al. (2007), em um estudo com sete cultivares
de algodoeiro, observaram que o nimero de macdas atacadas por P. gossypiella foi
menor na cultivar transgénica NUOPAL.

Apesar do efetivo controle que o algoddo Bollgard I® possui sobre as pragas
anteriormente citadas, é importante a realizacdo de estudos que avaliem o efeito
sobre os organismos nao-alvos. Busoli et al. (2007), avaliaram o efeito de plantas
transgénicas sobre pragas nao-alvo, como o bicudo do algodoeiro (Anthonomus
grandis), considerado a principal praga da cultura no Pais. Os autores observaram
gue néo houve variacdo significativa entre as cultivares pesquisadas (Bt e nao-Bt).

Polania et al. (2008) avaliaram a suscetibilidade de quatro noctuideos a toxina
CrylAc produzida em plantas de algodoeiro da cultivar NUOPAL e observaram que a

CLso necesséria encontrada para H. zea, foi maior que para S. frugiperda e S. sunia,



destacando que o efeito da toxina sobre S. frugiperda € reduzido, quando
comparado a outros lepidopteros.

Santos e Torres (2010) avaliaram a eficacia do algodao Bt (DeltaPine Acala
90B) no controle de S. frugiperda e A. argillacea, e concluiram que a proteina
CrylAc ndo possui acdo supressiva sobre S. frugiperda, porém foi eficaz no controle
de A. argillacea.

Sendo assim, a partir do conhecimento do complexo de pragas que ocorrem
na cultura do algodoeiro, observa-se que a especificidade desta toxina néo dispensa
a utilizacdo do controle quimico, pois para algumas espécies de lepidopteros, a
eficiéncia de controle de lagartas é muito variavel.

Para atender esta demanda, foram produzidos os eventos com proteinas Cry
para o algodoeiro, que atendessem a um maior espectro de pragas da cultura.

A partir do algod&o Bollgard® foi obtido o algoddo Bollgard 11® (Evento 1598),
mediante a introducdo do gene Cry2Ab de B. thuringiensis var. kurstaki. Portanto,
Bollgard 11® expressa as delta-endotoxinas CrylAc e Cry2Ab que sdo altamente
especificas e tdxicas as lagartas de alguns lepiddpteros, incluindo S. frugiperda e
outras espécies do género Spodoptera (LUTTRELL; WAN; KNIGHTEN, 1999;
STEWART et al.,, 2001; CHITKOWSKI et al.,, 2003; SIVASUPRAMANIAM et al.,
2008).

Em experimentos realizados por Allen et al. (2000) verificam que S. exigua e
H. virescens ndo causaram danos em plantas de algodoeiro Bollgard 11®. Avaliaram,
ainda, os efeitos da planta transgénica sobre P. includens e Trichoplusia ni (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae) e observaram que apesar de encontrarem lagartas nas
plantas transgénicas, nao foi constatado dano nas folhas.

Em relacdo a T. ni, outro lepidoptero de grande importancia na cultura do
algodoeiro, Li; Greenberg; Liu (2005) observaram os efeitos da expressao das
toxinas CrylAc e Cry2Ab no seu comportamento, sobrevivéncia e desenvolvimento.
Verificou-se que em condi¢cdes de campo, a porcentagem de lagartas presentes em
folnas Bt foi significativamente menor do que em plantas ndo-Bt, bem como o
namero de folhas atacadas e area consumida.

Em 2006, foi liberado pela CTNBio o evento WideStrike que produz as

endotoxinas CrylF e CrylAc de B. thuringiensis é tido como eficaz para H. virescens



10

e H. zea (JACKSON et al.,, 2006; LORENZ et al., 2006), além disso mostrou-se
eficiente também para S. frugiperda (TINDALL; LEONARD, EMFINGER, 2006). Em
trabalho realizado no mesmo ano por Santos et al. (2009) foi observado que o
namero médio de lagartas de A. argillacea néao diferiu do testemunha+controle com
inseticida. No entanto, ao avaliar a porcentagem média de desfolha, os autores
observaram que as plantas transgénicas foram menos atacadas que a testemunha,
mesmo esta acompanhada de controle. Os autores ainda observaram resultados
semelhantes para a lagarta das macas, H. virescens, demonstrando um controle
positivo das plantas transgénicas sobre estas pragas.

No Brasil, a cultura do algodoeiro nas regides Centro Oeste e Oeste da Babhia,
€ atacada por diversas lagartas de lepidopteros que atacam também o milho e a
soja. Devido as cultivares mais precoces de soja, cultivadas nestas regides a partir
de novembro (primavera) e colheita em fevereiro (verdo), e plantio de algodoeiro em
janeiro/fevereiro (verdo), varias espécies de lagartas da soja, especialmente P.
includens atacam a fase de desenvolvimento das plantas de algodoeiro e com isto,
necessitando de varias pulverizacbes de inseticidas, mesmo nas cultivares
transgénicas que expressam somente a proteina CrylAc (NUOPAL).

Para conhecer melhor o comportamento de alimentacdo e sobrevivéncia
desta praga em novas cultivares Bt, que expressam as toxinas CrylAc e CrylF, ou
gue expressam ambas toxinas (WideStrike), foram realizados varios experimentos
em laboratorio e campo, na FCAV/UNESP e em area comercial da regido de
Chapadéao do Sul, MS.
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CAPITULO 2 — EFEITO DA CULTIVAR NUOPAL (BOLLGARD I®) SOBRE O
DESENVOLVIMENTO E SOBREVIVENCIA DE Pseudoplusia includens
(WALKER, 1857) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO - Dentre os insetos-praga que causam injdrias e danos econdmicos
a cultura do algodoeiro, a lagarta Pseudoplusia includens (Walker) tem se destacado
atualmente na regido Centro-Oeste do Brasil. Um dos principais avangos
tecnoldgicos é a disponibilidade de cultivares transgénicas, resistentes para algumas
espécies desfolhadoras de insetos-pragas, porém, algumas espécies, consideradas
alvo da tecnologia, tem sobrevivido e preocupado produtores. O objetivo deste
trabalho foi avaliar os aspectos biolégicos de P. includens alimentadas com folhas
de quatro cultivares de algodoeiro, bem como estudar o efeito da cultivar transgénica
NuOPAL (Bollgard 1®) que expressa a proteina CrylAc, sobre o comportamento,
sobrevivéncia e desenvolvimento do inseto (antibiose). Foram realizados dois
experimentos, utilizando-se o delineamento inteiramente casualizado, sendo o
primeiro com as cultivares DeltaOPAL, NUOPAL, FMX 993 e FMX 910 para a
alimentacao de lagartas do inseto, e outro ensaio, criando as lagartas apenas com a
cultivar NUOPAL e sua isolinha convencional DeltaOPAL, com uma populacdo maior
de lagartas. As folhas foram oriundas de plantas cultivadas em condi¢cdes de campo,
e utiizadas em placas de Petri onde foram individualizadas lagartas recém-
eclodidas, alimentadas diariamente com folhas das respectivas cultivares de
algodoeiro. Os parametros biolégicos avaliados foram: duracdo do periodo, peso e
viabilidade da fase de larva, duracéo do periodo, peso e viabilidade da fase de pupa,
duracéo e viabilidade do periodo larva-pupa-adulto, longevidade e razdo sexual. A
cultivar Bt (Bollgard 1) exerce o tipo de resisténcia por antibiose para metade da
populacao larval, prolongando a fase de larval das sobreviventes, também reduz o
peso de lagartas e pupas, e proporciona significativamente maior duragcdo do
periodo de larva-adulto.

Palavras-chave: algodao Bt, antibiose, CrylAc, Gossypium hirsutum, Lagarta-
mede-palmo da soja, OGM
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1. INTRODUCAO

O algoddo é uma importante commodity no cenario agricola brasileiro pelo
volume e valor da producdo, possuindo grande importancia social em fungcédo do
namero de empregos que gera direta e indiretamente. No entanto, a cultura do
algodoeiro pode ser afetada por diversas espeécies de insetos-praga, que podem
comprometer significativamente a producdo (JACOME et al., 2003).

Como alternativa para a rotagdo com a cultura da soja, os produtores do
Centro-Oeste constataram no algodao e no milho grande oportunidade de negécios.
No entanto, a lagarta falsa-medideira Pseudoplusia includens (Walker, 1857)
(Lepidoptera: Noctuidae) de maior ocorréncia na soja até a década passada, tem
causado danos econdmicos consideraveis na cultura do algodoeiro nos ultimos anos
(BUSOLI et al., 2011).

Pseudoplusia includens € uma espécie com ampla distribuicdo geografica,
podendo ocorrer do extremo norte dos Estados Unidos até o extremo sul da América
do Sul (ALFORD e HAMMOND JR., 1982). Este inseto pode se alimentar de
diversas espécies de plantas, incluindo algumas de importancia agricola, como soja,
algodao, feijdo, tabaco, girassol e algumas hortalicas (BUENO et al., 2007). No
Brasil, a lagarta falsa-medideira se tornou uma praga chave da cultura da soja nos
altimos anos (BUENO et al., 2007), e na cultura do algodoeiro sua incidéncia nos
campos de producéo é maior a cada ano.

As lagartas se alimentam de folhas do algodoeiro localizadas no terco inferior
das plantas, sendo que, nos primeiros instares, seleciona as folhas mais tenras, se
alimentando daquelas com pequena quantidade de fibra, e tornam-se menos
exigentes a medida que se desenvolvem. Apoés o terceiro instar, consomem grandes
areas foliares, mantendo, porém, integras as nervuras principais, o que confere um
aspecto rendilhado as folhas atacadas (FUNICHELLO et al., 2012).

Entre os principias avancgos para o controle de pragas do algodoeiro, pode-se
citar a disponibilidade de cultivares geneticamente modificados, com genes da
bactéria Bacillus thuringiensis Berliner. Através desta tecnologia, foi obtido o algodéao

geneticamente modificado, denominado Bollgard 1®, cujas plantas produzem a a-
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endotoxina de B. thuringiensis var. kurstaki, que € altamente patogénica para a
maioria das lagartas de lepidopteros (RAMIRO e FARIA, 2006).

Avaliando o efeito de algoddo Bt que expressa as proteinas CrylAc e Cry2Ab
na sobrevivéncia e desenvolvimento de Trichoplusia ni (Hubner), Li; Greenberg; Liu
(2005) observaram que as lagartas que se alimentaram de algodao transgénico
apresentaram  menor  sobrevivéncia, influenciando  negativamente  seu
desenvolvimento.

No entanto, algumas espécies de lagartas de Lepidoptera apresentam baixa
suscetibilidade a proteina CrylAc, como Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) e
Spodoptera exigua (Hibner), as quais sofrem relativo controle supressivo por esta
proteina em virtude do prolongamento da fase de larva e menor fecundidade
(STEWART et al., 2001; ADAMCZYK; GORE, 2004).

Outro fator importante é que de acordo com Maia (2010), um dos principais
riscos ambientais associados as culturas transgénicas € a evolucao de resisténcia
em pragas alvo. Assim, é recomendado a estratégia denominada area de refugio,
gue se refere ao uso de uma cultivar convencional suscetivel em pelo menos 20%
da area total cultivada com a cultivar que expresse a toxina Bt em alta concentracao
em todos os tecidos da planta.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os aspectos biolégicos de P.
includens, bem como o efeito da cultivar transgénica NUOPAL (Bollgard 1°) (Cry1Ac),
sobre o comportamento, e biologia dos insetos (sobrevivéncia e desenvolvimento), e
possivel discussao da influéncia destes resultados na teoria do refagio para manejo

de populacdes resistentes a tecnologia.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em area experimental da Fazenda de Ensino,
Pesquisa e Producdo (FEPP) e no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas
(LAMIP), do Departamento de Fitossanidade (FCAV/UNESP), Jaboticabal, SP,
Brasil. A area de pesquisa localizou-se sob latitude 21°14°15” S, longitude 48°17°09”
O e 615 m de altitude. Os experimentos foram conduzidos entre novembro de 2010
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e outubro de 2011, em uma area de 5.400 m? onde foram semeadas as cultivares
comerciais de algodoeiro, DeltaOPAL, NUOPAL (Bollgard 1®), FM-910 e FM-993.

O solo da é&rea experimental foi preparado com uma aracdo e duas
gradagens, utilizando-se o adubo de férmula N-P-K (8-20-20) (400 kg ha™). A
semeadura foi realizada manualmente em 19 de novembro de 2010, com uma
densidade de 14 sementes/m ndo tratadas com inseticidas, por metro de linha e
espagamento de 0,9 m entre linhas. A emergéncia das plantas ocorreu em 27 de
novembro de 2010 e, 20 dias ap6s a emergéncia foi realizado o desbaste, deixando-
se uma densidade média de 10 plantas por metro de linha.

Durante o experimento, ndo houve aplicacées de inseticidas, fungicidas ou
herbicidas, e o controle de plantas daninhas foi realizado manualmente sempre que

necessario.

2.1 Criagcédo de manutencéo de P. includens

Em laboratério climatizado do LAMIP (25° £ 1 °C; 70 + 10% UR e fotofase de
12 horas), a criagao de P. includens foi iniciada a partir de ovos provenientes de
populacdes mantidas em dietas artificiais. Apos a eclosdo, as lagartas foram
transferidas para recipientes plasticos de 4,5 cm de diametro e 5,0 cm de altura com
capacidade de 100 mL. Em cada recipiente de criagdo foram colocados
aproximadamente 20 mL de dieta artificial, a qual foi transferida em estado liquido e
se solidificou ao fundo do recipiente. A dieta artificial foi preparada a base de feijao
branco, levedura de cerveja, germe de trigo e caseina, de acordo com a metodologia
de Greene; Leppla; Dickerson (1976). Foram transferidas trés lagartas por
recipiente, onde permaneceram até se transformarem em pupas.

As pupas foram transferidas para gaiolas, constituidas por tubos de PVC de
20,0 cm de didametro por 20,0 cm de altura, cobertas com tecido voile e revestidas
internamente com papel sulfite a fim de permitir a oviposicao pelos adultos. No fundo
da gaiola foi colocado um prato plastico de 14,0 cm de didametro revestido por papel
sulfite de mesmo diametro da gaiola. Para a alimentacdo dos adultos foi oferecida
solucdo de mel a 10% embebida em um pedaco de algoddo, o qual foi trocado

diariamente para evitar contaminaces por microrganismos.
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Os ovos colocados no voile e papel sulfite foram retirados, diariamente, e
transferidos para recipientes plasticos de 7,0 cm de diametro e 5,0 cm de altura com
capacidade de 100 mL contendo aproximadamente 27,0 cm® da dieta artificial,
mantido com uma tampa de plastico até a eclosdo das lagartas. Em seguida, estas
foram transferidas, com auxilio de um pincel umedecido em agua, para 0s

recipientes de criacdo, previamente descritos.

2.2 Bioensaio |: Aspectos biolégicos de P. includens em quatro cultivares de

algodoeiro

Lagartas recém-eclodidas oriundas da criacdo de manutencdo foram
individualizadas em placas de Petri de 9,0 cm de diametro, onde foram alimentadas
diariamente até a fase de pupa com folhas jovens das cultivares DeltaOPAL,
NuOPAL, FM 910 e FM 993, cultivadas na area experimental. Para cada tratamento
(cultivares) foram utilizadas 30 repeticbes em delineamento inteiramente
casualizado. As condicdes laboratoriais foram temperatura de 25 + 1 °C, umidade
relativa de 70 £ 10% e fotofase de 12 horas.

Os parametros bioloégicos de P. includens avaliados foram duracdo e
viabilidade da fase larval, peso das lagartas aos 12 dias de idade, duracdo e
viabilidade da fase pupal, peso das pupas com 24 horas de idade, longevidade dos
adultos sem alimentacéo, e duracao e viabilidade do ciclo larva-pupa-adulto.

2.3 Bioensaio Il: Efeito da cultivar transgénica (Bt) sobre P. includens

Para avaliar o efeito da cultivar transgénica NuOPAL (Bollgard 1®) que
expressa a proteina toxica CrylAc , foi realizado em laboratério sob condicdes
controladas de temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa de 70 = 10% e fotofase
de 12 horas. O delineamento adotado foi inteiramente casualizado e utilizou-se a
cultivar Bt comercial NUOPAL e sua isolinha n&o-Bt convencional DeltaOPAL,

utilizando-se 60 lagartas como repeti¢coes.



23

Lagartas recém-eclodidas, oriundas da criacdo de manutencdo no LAMIP
foram individualizadas em placas de Petri de 9,0 cm de didametro, onde foram
alimentadas diariamente com folhas jovens colhidas das duas -cultivares de
algodoeiro, cultivadas na area experimental citada anteriormente na FEPP.

Os parametros biologicos avaliados foram semelhantes ao experimento

anterior.

2.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) pelo
teste F, e quando significativo, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os dados de viabilidade (%) das fases larval
e pupal e do ciclo larva-pupa-adulto foram transformados em arcseno (x/100)*?, de

acordo com procedimentos a ANOVA.

3. RESULTADOS

A duragdo meédia do periodo larval de P. includens foi 22,23 dias,
significativamente maior na cultivar transgénica NUOPAL e com viabilidade larval
menor, de 56%, enquanto que a duracdo da fase larval nas cultivares néo
transgénicas, foram significativamente menores, com no minimo 5 dias a menos
(Tabela 1).
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Tabela 1. Duragdo média + EP (dias) e viabilidade média (%) da fase larval e peso médio
(mg) de lagartas aos 12 dias de idade, duragdo média (dias) e viabilidade (%) da fase de
pupa e massa meédia (mg) de pupas com 24 horas de P. includens alimentadas com folhas
de cultivares Bt e ndo-Bt de algodoeiro. Jaboticabal/SP, 2011.

Fase Larval

Cultivar Duracéao (dias) Viab. (%) Peso (mQ)

(m £ EP) (m £ EP)
DeltaOPAL 17,68 +0,28 b 83 ab 0,603 £ 0,27 bc
NuOPAL 22,23+0,45a 56 b 0,482+ 0,26 c
FM 993 16,81 +£0,28 b 90 a 1599+0,14 a
FM 910 17,39+0,30 b 80 ab 0,906 + 0,08 b
Teste F 37,51** 3,84** 21,26**
CV (%) 9,69 52,26 59,49

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
"N4&o significativo; **significativo a 1% de probabilidade.

A viabilidade da fase larval foi acima de 80% nas cultivares ndo-Bt, com a
isolinha DeltaOPAL com 83% de sobrevivéncia, e as cultivares FM 910 e FM 993,
respectivamente, com 80 e 90% de sobrevivéncia das lagartas (Tabela 1). Quanto
ao peso medio de lagartas aos 12 dias de idade, a cultivar FM 993 proporcionou
maior valor médio (1,599 mg), e as cultivares NUOPAL (0,482 mg) e DeltaOPAL
(0,603 mg) menor peso de lagartas (Tabela 2).
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Tabela 2. Duragdo média (dias) e viabilidade (%) da fase de pupa e peso médio (mg) de
pupas com 24 horas de P. includens alimentadas com folhas de cultivares Bt e ndo-Bt de
algodoeiro. Jaboticabal/SP, 2011.

Fase Pupal

Cultivar Duracgao(dias) Viab. (%) Peso (mg)

(£ EP) (m £ EP)
DeltaOPAL 7,20+ 0,59 b 80 2,228 £ 0,06 a
NuOPAL 8,68+ 0,46 a 76 1,921 +0,07 b
FM 993 8,48+0,11a 95 2,399 £ 0,05 a
FM 910 8,39+0,17 a 85 2,472 £0,05a
Teste F 20,92** 1,15™ 8,81*
CV (%) 8,69 42,33 15,46

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
"*Nao significativo; **significativo a 1% de probabilidade

Observando-se os dados da cultivar transgénica NUOPAL e de sua isolinha
convencional DeltaOPAL verificou-se que NUOPAL apresentou maior duracdo média
das que sobreviveram em relacdo a cultivar isolinha DeltaOPAL. Todavia, ndo
apresentou diferengas significativas nos parametros viabilidade da fase larval e peso
das lagartas aos 12 dias de idade.

Com relacao a fase pupal, observou-se que a duracdo média foi de 7,20 dias,
sendo menor na cultivar DeltaOPAL, enquanto que a viabilidade pupal néo
apresentou diferencas significativas, entre as cultivares, variando de 76% com
valores variando de 76% (NuOPAL) a 95% (FM 993). Estes resultados denotam que
as lagartas que conseguiram sobreviver na fase larval, passaram a fase pupal sem
problemas, sendo que a cultivar Bt NUOPAL, que teve duracdo média das lagartas
significativamente maior, apresentaram significativamente menor sobrevivéncia
larval. Verificou-se também que o peso médio de pupas (1,921 mg) com 24 horas de
idade, foi menor na cultivar NUOPAL (Tabela 1). Por estes resultados, verificou-se
gue a proteina téxica CrylAc afetou o desenvolvimento de P. includens na fase
larval, causando baixa viabilidade larval, ao contrario quando verificado para
Alabama argillacea, com 100% de mortalidade (Costa et al., 2011).

A duracdo do periodo de larva-pupa-adulto apresentou diferencas
significativas nos parametros bioldgicos entre as cultivares, sendo que as lagartas
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alimentadas com a cultivar NUOPAL apresentaram significativamente maior duragao
média (30,05 dias) em relacdo as lagartas alimentadas com as cultivares FM 993 e
FM 910 (25,29 e 26,71 dias, respectivamente). A viabilidade total média do periodo
larva-adulto nas cultivares ndo apresentaram diferengas significativas entre as
cultivares, embora com valores variando de 46% (NuOPAL) a 73% (FMX 993)
(Tabela 3).

Tabela 3. Duracdo média (dias) e viabilidade média (%) do periodo larva-adulto,
longevidade média e razdo sexual dos adultos de P. includens alimentadas com cultivares
Bt e ndo Bt de algodoeiro. Jaboticabal/SP, 2011.

Periodo Larva-Adulto

Cultivar Duragédo Viabilidade (%) Longevidade Razéo Sexual
(dias)

DeltaOPAL 27,91+0,19 ab 63 2,35b 0,38
NuOPAL 30,05+0,44 a 46 2,69 b 0,41

FM 993 25,39+0,51 c 73 3,27 a 0,56

FM 910 26,71+0,58 bc 60 3,27 a 0,45
Teste F 11,37* 1,53™ 10,29** i

CV (%) 9,46 80,00 21,55 -

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
"*Nao significativo; **significativo a 1% de probabilidade.

As longevidades médias dos adultos de P. includens apresentaram diferencas
entre as cultivares, sendo que para DeltaOPAL e NUOPAL, foram significativamente
menores, com duracfes médias de 2,35 e 2,69 dias, respectivamente, em relacdo as
cultivares FM 993 e FM 910 (3,27 e 3,27 dias, respectivamente). A razao sexual nédo
foi afetada de forma significativa com as cultivares, com valores variando entre 0,38
(DeltaOPAL) e 0,56 (FM 993) (Tabela 3).

3.1 Efeito da cultivar transgénica (Bt) na biologia de P. includens

A duracdo média da fase larval de P. includens foi maior na cultivar
transgénica NUOPAL (24,92 dias), diferindo significativamente da sua isolinha

convencional DeltaOPAL (18,38 dias) (Tabela 4). Quanto ao peso médio de lagartas
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aos 12 dias de idade, a cultivar DeltaOPAL proporcionou maior valor (0,873 mg),
enguanto a cultivar Bt NUOPAL apresentou o menor valor (0,345 mg) (Tabela 4). A
viabilidade média da fase larval também foi influenciada negativamente pela cultivar
transgénica, reduzindo significativamente os valores de 91% na cultivar DeltaOPAL
para 66% na cultivar NUOPAL (Tabela 4), confirmando os resultados encontrados no

ensaio anterior utilizando-se quatro cultivares.

Tabela 4. Duracdo média (dias) e viabilidade média (%) da fase larval, massa média (mg)
de lagartas, duragdo meédia (dias) e viabilidade média (%) da fase de pupa e massa (mg) de
pupas, de P. includens alimentadas em cultivares Bt e ndo-Bt de algodoeiro. Jaboticabal/SP,
2011.

Fase Larval Fase Pupal
" Duracdo Viab. (%) Peso(mg) Duracdo Viab. (%) Peso (mg)
Cultivar (dias) (£ EP) (dias) (m + EP)
(m + EP)
DeltaOPAL  18,38+0,25 b 91a 0,873+0,05 a 7,03 100 2,413+0,03 a
NuOPAL 24,92 +0,65a 66 b 0,345+0,03 b 6,83 97 2,101+0,06 b
Teste F 81,23* 12,34** 46,47** 1,96™ 1,40™ 13,61**
CV (%) 16,93 49,22 57,92 10,15 10,29 17,14

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
"*N&o significativo; **significativo a 1% de probabilidade.

Com relacao a fase de pupa, observa-se que nao houve diferenca significativa
entre as cultivares com relagdo a sua duragcdo meédia, que variou de 7,03 dias
(DeltaOPAL) a 6,83 dias (NUOPAL) (Tabela 4). Este comportamento se manteve
com relacdo a viabilidade média da fase, em que ndo se observou diferencas
significativas entre as cultivares, com valores variando entre 100% (DeltaOPAL) a
97% (NuOPAL) (Tabela 4). No entanto, o peso médio de pupas com 24 horas de
idade, foi significativamente menor na cultivar NUuOPAL (2,101 mg) em relacdo a
cultivar DeltaOPAL (2,413 mg) (Tabela 4).

A duracdo do periodo larva-adulto de P. includens apresentou diferenca
significativa para lagartas alimentadas na fase larval com as duas cultivares. A
duracdo média do periodo larva-adulto na cultivar DeltaOPAL foi 25,11 dias,

significativamente menor do que na cultivar NuOPAL com 31,80 dias (Tabela 5),
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enguanto que a longevidade média dos adultos foi semelhante nas duas cultivares,
variando de 2,69 dias em NUOPAL a 2,35 dias em DeltaOPAL (Tabela 5).

Tabela 5. Duracdo média (dias) e viabilidade média (%) do periodo larva-adulto,
longevidade média e razdo sexual de adultos de P. includens alimentada em cultivares Bt e
nao-Bt de algodoeiro. Jaboticabal/SP, 2011.

Periodo Larva-Adulto

_ Duracao Viab (%) Longevidade
Cultivar _ _ Razéo Sexual
(dias) (dias)
(h + EP)
DeltaOPAL 25,11 +0,64 b 78,33 2,62 0,53
NuOPAL 31,80+1,99a 58,33 2,64 0,54
Teste F 85,51** 5,71 0,03™
CV (%) 12,74 67,04 18,50

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
"Nao significativo; *significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; **significativo a 1% de
probabilidade.

A viabilidade do periodo larva-adulto variou de 58,33% na NUOPAL a 78,33%
na DeltaOPAL, e a razdo sexual dos adultos de 0,53 (NuUOPAL) a 0,54 (DeltaOPAL)

(Tabela 4).

4. DISCUSSAO

O efeito da cultivar de algodoeiro no comportamento e biologia dos insetos-
praga é importante para o desenvolvimento de estratégias eficientes dentro de um
programa de Manejo Integrado de Pragas (MIP), evitando o surgimento de
populacdes resistentes ao evento Bollgard I. Nesse sentido, Santos e Torres (2010)
avaliaram a eficacia do algodéo geneticamente modificado (Bt) (DeltaPine Acala 90)
no controle de S. frugiperda e A. argillacea, e concluiram que a proteina CrylAc é
eficaz no controle de A. argillacea, mas ndo possui acado supressiva sobre S.
frugiperda, semelhante ao observado em P. includens no presente trabalho, embora

seja considerada como praga-alvo da cultivar.
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Os resultados de maior duracdo da fase larval de P. includens na cultivar
NuOPAL, foram em funcdo da expressdo da toxina CrylAc presente nas folhas
desta cultivar. Em bioensaios semelhantes desenvolvidos ao mesmo tempo com
estas mesmas cultivares, Costa et al. (2011) verificaram 100% de mortalidade de
lagartas de 1° e 2° instares de A. argillacea, em virtude da presenca desta proteina
nas folhas das plantas destas cultivares. A toxina CrylAc é relacionada a alta
mortalidade de lagartas desfolhadoras como A. argillacea, porém n&do causando
supresséao de lagartas de P. includens e S. frugiperda em algodé&o no Brasil. Quando
as lagartas destas espécies sobrevivem, apresentam alteracdes nos parametros
biolégicos, como na duracédo da fase larval do inseto, alongando-a e proporcionando
menor massa corporal em funcdo do baixo consumo de alimento.

No presente trabalho, a toxina CrylAc nao afetou os parametros duracao da
fase pupal e viabilidade das pupas, uma vez que seu modo de acdo se da
diretamente na fase larval, pela alimentacdo e acado téxica da proteina na parede
epitelial do intestino médio das lagartas, provocando septicemia e morte nas lagartas
suscetiveis ou alteracbes no comportamento de alimentacdo nas lagartas pouco
suscetiveis ao cristal protéico. Todavia, a proteina afetou o peso de pupas com 24
horas de idade, provavelmente pela influéncia negativa no comportamento de
alimentacdo dos insetos durante a fase larval, refletindo em pupas menos
desenvolvidas.

As cultivares geneticamente modificadas de algodoeiro com apenas a
producdo da proteina CrylAc ndo sdo consideradas eficientes contra algumas
espécies de lepidopteros. Todavia, podem causar prolongamento da fase larval e
menor peso das lagartas (STEWART et al., 2001).

Estudos realizados por Morales et al. (1995) relataram diferencas
significativas na suscetibilidade de Anticarsia gemmatalis Hibner e de P. includens a
isolados de B. thuringiensis, sendo que A. gemmatalis foi 1,5 a 5,6 vezes mais
suscetivel aos inseticidas bioldgicos, compostos pelos isolados de B. thuringiensis
HD-1 e BD-1, do que P. includens.

Observando-se os parametros biolégicos de P. includens, cujas lagartas
foram alimentadas com folhas das cultivares Bt NUOPAL e n&o-Bt DeltaOPAL,

verificou-se que a cultivar transgénica apresentou significativamente maior duragéo
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média das lagartas sobreviventes do que na sua isolinha convencional, assim como
menor massa média corporal de lagartas aos 12 dias de idade e menor viabilidade
larval, que a cultivar isolinha ndo-Bt (DeltaOPAL).

Esses resultados evidenciam claramente que a cultivar transgénica afetou o
desenvolvimento das lagartas, ndo causando, todavia, mortalidade para parte da
populacao. A vida util deste evento Bollgard | € altamente dependente de programas
de manejo da resisténcia dos insetos a proteina toxica de B. thuringiensis, como o
plantio de areas de reflgio anexa a area cultivada. Assim, esta tecnologia pode ser
utilizada em programas de manejo integrado de pragas como forma suplementar
para o controle de P. includens, como uma planta moderadamente resistente, porém
em altas densidades populacionais como ocorre nas areas de algodoeiro dos
cerrados brasileiros, este evento deixa a desejar na eficiéncia de controle desta
praga que ocorre simultaneamente com outras lagartas desfolhadoras, necessitando
pulverizagdes de inseticidas e elevando o custo de producéo.

5.CONCLUSOES

A cultivar transgénica NUOPAL atua de forma supressiva para metade da
populacao larval de P. includens em algodoeiro, atuando negativamente em alguns
parametros biolégicos do inseto, prolongando a fase larval das lagartas
sobreviventes, reduzindo o peso de lagartas aos 12 dias de idade, resultando em
pupas de menor peso, e proporcionando maior periodo de larva-adulto, podendo
influenciar negativamente na teoria do refugio para manejar lagartas resistentes,
uma vez que as lagartas oriundas de cultivares ndo-Bt apresentam ciclo
significativamente menores que aqueles sobreviventes a tecnologia Bt, nao
ocorrendo sincronismo de populacfes de adultos oriundos das cultivar transgénica e

convencionais.
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CAPITULO 3 — NAO PREFERENCIA PARA ALIMENTACAO DE Pseudoplusia
includens (WALKER) POR CULTIVARES DE ALGODOEIRO Bt E NAO-Bt

RESUMO - Dentre 0s insetos-pragas que causam danos a cultura do
algodoeiro, a lagarta-mede-palmo da soja, Pseudoplusia includens, vem se
destacando atualmente nas regibes produtoras de algoddo do Brasil. Uma das
estratégias sustentaveis para um sistema de MIP, é a utilizacdo de cultivares
resistentes as pragas portanto o objetivo deste trabalho foi avaliar a atratividade e o
consumo foliar de P. includens em cultivares convencionais (DeltaOPAL, NuOPAL,
FM 993 e FM 910) de algodoeiro e na cultivar transgénica NUOPAL (Bollgard 1%).
Foram realizados testes de ndo-preferéncia para alimentacdo de lagartas, com e
sem chance de escolha, seguindo o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com 10 repeticbes. Em ambos os testes, avaliou-se a atratividade das
lagartas em relacdo aos diferentes cultivares a 1, 3, 5, 10, 15, 30, 60, 120, 360, 720,
1440, 1800, 2160, 2880 e 3240 minutos apos a liberacdo das mesmas. Também foi
avaliada a massa seca foliar consumida pelos insetos. Todas as cultivares foram
preferidas para a alimentagdo de P. includens em relag&o as cultivares de algodoeiro
estudadas, inclusive a cultivar NuOPAL (Bollgard 1®), que n&o apresenta resisténcia
do tipo preferéncia para alimentacao a lagartas de 3° instar.

Palavras-chave: atratividade, CrylAc, lagarta mede-palmo da soja, NuOpal
(Bollgard 1%)



34

1. INTRODUCAO

O agroecossistema algodoeiro possui algumas espécies de insetos,
principalmente da Ordem Lepidoptera, que podem ocasionar prejuizos econdmicos
se ndo forem adotadas medidas de controle. Dentre estas pragas, Pseudoplusia
includens (Walker, 1857) vem causando danos significativos na cultura do
algodoeiro nos ultimos anos, no Centro-Oeste do Brasil, principalmente nos sistemas
de plantio direto de soja precoce na primavera e verao e posteriormente algodao
“safrinha” com semeadura em fevereiro (verao).

A lagarta falsa-medideira P. includens possui ampla distribuicdo geografica,
podendo ocorrer do extremo norte dos Estados Unidos da América até o extremo sul
da América do sul (ALFORD; HAMMOND JR., 1982). Este inseto, ap0s o terceiro
instar consome grande area foliar, mantendo, porém, integras as nervuras principais,
o que confere um aspecto rendilhado as folhas atacadas (HERZOG, 1980).

Os adultos s&o mariposas com cerca de 35 mm de envergadura com as asas
anteriores de coloracdo cinza-escura, apresentando um pequenas manchas
prateadas no centro, em forma de “U”. Os ovos séo colocados isoladamente na face
inferior das folhas e nos ponteiros, apresentando a coloracdo branca. As larvas se
locomovem como “‘mede-palmo”, porque possui somente dois pares de pernas
abdominais, de cor verde clara, que se acentua a medida que elas crescem. Quando
desenvolvidas atingem 30 mm de comprimento, apresentam faixas brancas
longitudinais, laterais e duas finas dorsais, sendo a cabeca de cor verde clara
(SILVIE; BELOT; MICHEL, 2007).

A principal forma de controle desta praga na soja e algodoeiro, € através do
uso de inseticidas, no entanto, aplicacdes de produtos quimicos de largo espectro de
acdo, pode causar desequilibrios ao agroecossitema do algodoeiro (SANTOS;
WERLANG, 2005).

Dessa forma, o uso de cultivares resistentes torna-se uma estratégia
sustentavel de controle, pois o algodoeiro apresenta uma série de aldeidos terpenos,
como gossipol, heliocidas e hemigossipolone, que conferem resisténcia as lagartas
de varias espécies de lepidépteros (BASTOS et al., 2008).
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Além destas substancias quimicas naturais presentes nas plantas de
algodoeiro, pesquisas em biotecnologia, levaram a obtencdo de plantas
geneticamente modificadas que expressam proteinas toxicas para lagartas de
alguns lepiddpteros, entre as quais, a CrylAc (BRITO, 2000; BOBROWSKI et al.,
2003). Através dessa tecnologia, foi obtido o algoddao geneticamente modificado,

denominado Bollgard |®

, cujas plantas produzem a a-endotoxina de Bacillus
thuringiensis var. kurstaki, que é altamente patogénica para a maioria das lagartas
de lepidépteros. A cultivar comercial de Bollgard |® foi nomeada como NuOPAL,
sendo sua isolinha comercial ndo-Bt, a DeltaOPAL.

JESUS (2009) estudou os tipos de resisténcia de cultivares de algodoeiro,
entre estas, a cultivar NUOPAL (Bollgard |I®) sobre Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith 1797) e de Alabama argillacea (Hubner, 1818), e verificaram que a cultivar Bt
NuOPAL apresentou resisténcia do tipo ndo-preferéncia para alimentacao para A.
argillacea e S. frugiperda.

Portanto, devido a importancia crescente de P. includens em algodoeiros
convencionais ndo-Bt, e Bt que expressam somente a proteina CrylAc, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a atratividade e o consumo foliar por lagartas de 3° instar
de P. includens em cultivares comerciais de algodoeiro mais cultivadas no Centro-

Oeste e da cultivar NuOPAL (Bollgard 1®).

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Resisténcia de Plantas
do Depto. De Fitossanidade da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, sob condi¢bes de temperatura de 25 + 1
°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 12 horas.

Na é&rea experimental foram semados trés cultivares de algodoeiro
convencionais DeltaOPAL, FM 993 e FM 910, e a cultivar transgénica NuOPAL. A
semeadura foi realizada no dia 19 de novembro de 2010, e apés a emergéncia das
plantas, efetuou-se o desbaste, mantendo-se dez plantas por metro linear. O solo foi
preparado e corrigido de acordo com as recomendacdes de SOUSA e LOBATO

(2004). Cada parcela foi constituida por seis linhas de dez metros de comprimento,
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espacadas em 0,9 m entre si. As areas Uteis das parcelas foram as quatro linhas
centrais de plantas, excluindo-se um metro em cada extremidade da linha.

N&o foi realizada qualquer aplicacdo de herbicidas e inseticidas na area
experimental, sendo o controle de plantas daninhas realizado com cultivador
tratorizado mecanico no inicio do desenvolvimento das plantas e, posteriormente,
por meio de capinas manuais. Aos 45 DAE foi aplicado o regulador de crescimento
cloreto de mepiquat (Pix), na dose de 0,5 L ha™, para manejar a altura das plantas

entre 1,2e 1,3 m.

2.1 Criagcéo de manutencéo de P. includens

Em laboratério climatizado do Laboratério de Manejo Integrado de Pragas do
Depto. De Fitossanidade da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —
FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, sob condicdes de 25° + 1 °C; 70 + 10%
UR e fotofase de 12 horas, a criagcdo de P. includens foi iniciada a partir de ovos
provenientes de populacdes mantidas em dietas artificiais. Apds a eclosdo, as
lagartas foram transferidas para recipientes plasticos de 7,0 cm de diametro e 5,0
cm de altura com capacidade de 100 mL. Em cada recipiente de criagcdo foram
colocados aproximadamente 20 mL de dieta artificial, a qual foi transferida em
estado liquido e se solidificou ao fundo do recipiente. A dieta artificial foi preparada a
base de feijdo branco, levedura de cerveja, germe de trigo e caseina, de acordo com
a metodologia de Greene; Leppla; Dickerson (1976). Foram transferidas trés lagartas
por recipiente, onde permaneceram até se transformarem em pupas.

As pupas foram transferidas para as gaiolas de oviposicéo, constituidas por
tubos de PVC de 20,0 cm de diametro por 20,0 cm de altura, cobertas com tecido
voile e revestidas internamente com papel sulfite a fim de permitir a oviposicao pelos
adultos. No fundo da gaiola foi colocado um prato plastico de 14,0 cm de diametro
revestido por papel sulfite de mesmo didmetro da gaiola. Para a alimentacdo dos
adultos foi oferecida solucéo de mel a 10% embebida em um pedaco de algodao, o
gual foi trocado diariamente para evitar contaminagdes por microrganismos.

Durante a oviposicdo, os ovos colocados no voile e papel sulfite foram

retirados, diariamente, e transferidos para recipientes plasticos de 7,0 cm de
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didmetro e 5,0 cm de altura com capacidade de 100 mL contendo aproximadamente
27,0 cm?® da dieta artificial, mantido com uma tampa de plastico até a eclosdo das
lagartas. Em seguida, estas foram transferidas, com auxilio de um pincel umedecido

em 4gua destilada, para os recipientes de criacdo, previamente descritos.

2.2 Teste de ndo preferéncia para alimentacado de lagartas de P. includens

Para o experimento de ndo preferéncia para alimentacdo de lagartas, foram
realizados testes com e sem chance de escolha. Para ambos os testes, folhas da
parte mediana do dossel das plantas das cultivares de algodoeiro com 120 dias de
idade foram coletadas em campo, lavadas em solucdo de &gua destilada e
hipoclorito de sédio a 0,5% e, por meio de um vazador, foram preparados discos
foliares de 2,5 cm de diametro.

No teste com chance de escolha, os discos foliares foram dispostos de forma
equidistantes entre si em placas de Petri de 14 cm de didmetro contendo ao fundo
papel filtro levemente umedecido com &agua destilada, onde cada disco foliar
representou uma culivar. Em seguida, liberaram-se no centro da placa quatro
lagartas de 3° instar de P. includens, ou seja uma lagarta por cultivar, segundo
metodologia de Boica Junior; Chagas Filho; Souza (2010). Para esse teste, utilizou-
se o delineamento experimental de blocos ao acaso, com 10 repeticoes.

No teste sem chance de escolha, foi utilizado apenas um disco foliar (cultivar)
por placa de Petri de 8,0 cm de diametro, onde foi liberada uma lagarta de 3° instar
por placa. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
10 repeticoes.

Em ambos os testes, avaliou-se a atratividade das lagartas em relacdo aos
diferentes cultivares a 1, 3, 5, 10, 15, 30, 60, 120, 360, 720, 1440, 1800, 2160, 2880
e 3240 minutos apos a liberagdo das mesmas. Também foi avaliada a massa seca
consumida (M.S.C.) pelas lagartas. Para isto, discos foliares representantes de cada
tratamento, foram retirados aos pares das folhas das plantas de algodoeiro por meio
de um vazador de 2,5 cm de didametro. Um dos discos foliares foi oferecido as

lagartas durante a realizagdo do teste e o outro foi levado a estufa a 60 °C, durante
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24 horas, para se obter a massa seca foliar, servindo como aliquota. Ao final dos
testes, a sobra dos discos alimentados pelas lagartas foram secos da mesma forma
e, por meio da diferenca entre a massa seca da aliquota e da sobra da alimentagéo
das lagartas chegou-se a massa seca foliar consumida.

Os resultados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) pelo
teste F, sendo suas meédias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Os dados referentes ao niumero de insetos atraidos nos diversos

V2 e os dados referentes a massa seca

tempos foram transformados em (x + 0,5)
consumida foram transformados em (x + 1)*2, para melhor distribuicdo das médias

dos tratamentos ao redor da média geral das repeticdes experimentais.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos no teste de ndo preferéncia para alimentacao
com chance de escolha, pode-se observar que ndo houve diferenca significativa da
atratividade das lagartas de 3° instar de P. includens em qualquer periodo de tempo
avaliado (Tabela 1). A massa seca consumida também nao diferiu significativamente
entre as cultivares convencionais e transgénica de algodoeiro (Tabela 1). No
entanto, quantitativamente houve uma tendéncia de maior consumo foliar do cultivar
FM 993 pela lagarta falsa-medideira da soja, com 7,0 mg, de massa seca consumida
até o tempo de 3240 minutos ou 54 horas ap0s serem soltas.
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No teste sem chance de escolha, ndo foram observadas diferencas
significativas na atratividade das lagartas de P. includens entre os cultivares de
algodoeiro, considerando-se as contagens em todas os tempos de observagéo,
porém, quando observada a média geral de todos os tempos de observagéo,
verifica-se que a cultivar FM 993, foi significativamente mais atrativa, em relacdo as
demais, tanto nos testes com e sem chance de escolha (Tabela 1).

Quanto ao consumo foliar, ndo houve diferenca significativa da massa seca
consumida entre as cultivares de algodoeiro (Tabela 1). Contudo, de forma
semelhante ao teste com chance de escolha, observou-se uma leve tendéncia de
maior preferéncia alimentar da lagarta falsa-medideira pelo cultivar FM 993, com
10,30 mg, enquanto, quantitativamente, DeltaOpal apresentou o menor valor da
massa seca foliar consumida, ou seja, menos da metade (4,80 mg) em relacédo a FM
993.

JESUS (2009) avaliando a ndo preferéncia para alimentacéo de lagartas de 3°
instar de S. frugiperda (J. E. Smith) a seis cultivares de algodoeiro, observou menor
atratividade de lagartas a FM 993 e FM 910, enquanto DeltaOpal e FM 966 foram as
mais atrativas, em teste com chance de escolha. J4 em relacdo a massa seca foliar
consumida, verificou maior e menor consumo nos cultivares DeltaOpal e NuOpal,
com 4,51 e 1,58 mg, respectivamente. Este autor ao estudar a ndo preferéncia para
alimentacdo de A. argillacea em cultivares de algodoeiro, constatou que de forma
geral, houve maior consumo foliar dos cultivares FM 966 e FM 910 tanto por lagartas
recém-eclodidas, quanto de 3° instar, enquanto NuOpal foi a cultivar menos
preferida.

Observando-se as médias gerais de todas as observacdes, verificou-se que
houve diferencga significativa entre as cultivares, no teste com chance de escolha,
com a cultivar FM 993 sendo a mais atrativa, em relacdo as outras cultivares,
enquanto no teste sem chance de escolha, a menos atrativa foi a DeltaOPAL. A
partir dos resultados obtidos no presente trabalho, observa-se que, o mecanismo de
acdo toxica no trato digestivo apresentado pela cultivar NUOPAL, que expressa a
toxina CrylAc, fez com que a mesma se comportasse como resistente do tipo nao
preferéncia para alimentagéo a S. frugiperda e A. argillacea, provavelmente ndo atue

da mesma forma ou com a mesma intensidade para P. includens, visto que a cultivar
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transgénica foi igualmente atrativa e consumida em relacdo as cultivares
convencionais. Estes resultados sédo preocupantes, pois na literatura existente, cita-
se que a P. includens é praga alvo daquela cultivar Bt.

Vale ressaltar ainda que, os resultados apresentados pela cultivar transgénica
NuOpal tenha se comportado da mesma forma que as cultivares convencionais em
relacdo a atratividade e consumo foliar no periodo de tempo avaliado nesse
experimento, conclui-se que o tempo de 3240 minutos (54 horas ou 2,2 dias) nao foi
suficiente para as lagartas de 3° instar consumirem guantidades representativas de
areas ou pesos foliares, que consomem normalmente naquele instar quando em
cultivares suscetiveis. Considerando-se o ensaio do capitulo 2, quando as lagartas
foram alimentadas com folhas das cultivares desde o 1° instar larval, e que menos
sobreviventes foram verificados na cultivar Bt (NUOPAL), conclui-se pelos dados do
presente experimento, que a praga foi atraida para todas as cultivares para a
alimentacao, porém como discutido anteriormente, o tempo do confinamento nao foi

suficiente para a discriminac¢do da quantidade consumida.

4. CONCLUSOES

- Todas as cultivares apresentam atratividade a lagartas de 3° instar de P. includens;
- Nao observou-se resisténcia do tipo ndo preferéncia para alimentacao de lagartas

de 3°instar de P. includens nas cultivares testadas, inclusive na NuOPAL (Bollgard 1)
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CAPITULO 4 - DISTRIBUICAO VERTICAL DE LAGARTAS DE Pseudoplusia
includens (WALKER, 1857) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) EM CULTIVAR
CONVENCIONAL E TRANSGENICA DE ALGODOEIRO.

RESUMO - A lagarta Pseudoplusia includens (Walker, 1857) (Lepidoptera:
Noctuidae) vem causando danos econdmicos nas plantas de algodoeiro nas
principais regides produtoras do pais. O objetivo deste estudo foi avaliar a
distribuicdo intra-planta de lagartas de P. includens na cultivar convencional FM 993
e na sua isolinha transgénica FM 975 WS (WideStrike) que expressa as proteinas
toxicas CrylAc e CrylF. O experimento foi realizado na Fazenda Alvorada em
Chapadéo do Sul — MS, no ano agricola de 2011/2012, com delineamento em bloco
casualizados em esquema de parcelas subdivididas, com 06 tratamentos (3 tercos
da planta x 2 faces foliares), e 40 repeticbes. As plantas avaliadas foram arrancadas
e visualmente divididas em trés tercos do dossel (superior, médio e inferior) e nas
faces adaxial e abaxial das folhas, registrando-se o niumero de lagartas. A avaliacédo
foi realizada aos 55 DAE, quando as plantas encontravam-se no estagio fenolégico
F2. Os dados obtidos foram transformados em (x+0,5)"? e submetidos a Andlise de
Variancia e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Lagartas de P. includens foram encontradas em maior nUmero na
cultivar ndo-Bt (FM 993), enquanto na cultivar transgénica FM 975 WS (WideStrike),
foram encontradas apenas lagartas pequenas, e em numero significativamente
menor que na sua isolinha ndo-Bt (FM 993). As lagartas, independente de seu
tamanho e da cultivar, foram mais encontradas na parte inferior e mediana do dossel
das plantas, e na face abaxial das folhas.

Palavras-chave: distribuicdo intra-planta, Gossypium hirsutum, lagarta-mede-palmo
da soja, planta transgénica
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1. INTRODUCAO

A melhoria obtida na qualidade da pluma e da fibra de algoddo na ultima
década do século XX, promoveu um crescimento na cotonicultura brasileira, pela
exportacdo de fibras requeridas no mercado internacional. A produtividade também
aumentou, e estima-se que este incremento, seja superior em 5,3% nos ultimos
anos, que foi de 3.876 kg/ha de algodao em caroco, favorecido principalmente pela
boa situagdo climatica. Além disso, a estimativa de producdo é de 1.238,2 mil
toneladas, estabelecendo incrementos de 2% em plumas, em relacdo a safra de
2008/2009, contrariando as estimativas iniciais de reducdo da oferta da fibra
(CONAB, 2011).

No entanto, algumas espécies de insetos que ocorrem na cultura do
algodoeiro podem ocasionar prejuizos econémicos se nao forem adotadas algumas
medidas de controle. Dentre os insetos-pragas que podem causar dano na cultura,
podemos citar a lagarta mede-palmo da soja, Pseudoplusia includens (Walker, 1857)
(Lepidoptera: Noctuidae) de maior ocorréncia na soja até a década passada,
eventualmente atacando algodoeiro no Brasil. No entanto, devido os produtores da
regido Centro-Oeste terem visto no algodoeiro uma alternativa para rotacéo e plantio
sucessivo com outras culturas economicamente importantes, como apdés a soja
precoce (FONTES et al., 2006), esta praga tem causado danos consideraveis na
cultura do algodoeiro nos ultimos anos.

O uso de inseticidas € a forma mais comum de controle desta praga nas
plantas de soja ou algodoeiro, no entanto, pode acarretar prejuizos ao meio
ambiente e a saude humana, além de surgirem populacdes resistentes a estes
agroquimicos (MAIA, 2010).

A transgenia surgiu como uma alternativa para minimizar os efeitos das
pragas, através da acao direta, especifica e eficiente sobre as mesmas. Atualmente,
a utilizacdo de genes oriundos da bactéria Bacillus thuringiensis tem sido empregada
no processo de obtencao de plantas transgénicas, visando o controle de lagartas de
lepidopteros.

Inicialmente, ocorreu, no Brasil, em marco de 2005, a liberacdo comercial da

cultivar Bollgard | da Monsanto Brasil Ltda., de acordo com o Parecer Técnico
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Conclusivo, CTNBIO n° 513/2005, denominada de NuOPAL, que expressa a
proteina toxica CrylAc, considerada altamente patogénica para algumas lagartas de
lepidopteros, e pouco efetiva para outras espécies, inclusive P. includens no
algodoeiro. Mais recentemente, foi obtido a cultivar de algodoeiro Widestrike
resultante de uma combinacéo das proteinas de CrylF e CrylAc de B. thuringiensis,
liberada pela CTNBIo para plantio no Brasil a partir de 2006 (CTNBio, 2012).

WideStrike € uma cultivar geneticamente modificada através da sobreposi¢ao
de genes, principalmente para produzirem simultaneamente as proteinas inseticidas
CrylF e CrylAc, principalmente a primeira, mais efetiva para lepidépteros pragas do
milho e algodao. De acordo com a Dow AgroSciences, a caracteristica de protecdo
contra insetos WideStrike foi extensivamente testada afim de verificar a sua eficacia,
0 seu desempenho agronémico e manejo da resisténcia em varios locais em todo o
cinturdo de algoddo dos EUA entre 2001/02 e 2003/04. Esta nova cultivar tem
fornecido um amplo controle a um largo espectro de lagartas de lepidopteros, como
a lagarta da maca do algodao (Heliothis virescens), lagarta-rosada (Pectinophora
gossypiella), lagarta do cartucho do milho (Spodoptera frugiperda) e Spodotera
exigua, lagartas de Trichoplusia ni e lagarta falsa-medideira da soja P. includens
(ICAC, 2004).

De um modo geral, os investimentos realizados para controle de pragas na
cultura do algodoeiro correspondem a propor¢cdes entre 25% e 30% do total do custo
de producédo, fato este que confere ao manejo de pragas um componente
significativo na rentabilidade da cultura e fator preponderante para a obtencdo de
lucros na atividade (FREIRE et al.,, 1997). Neste aspecto, o conhecimento do
agroecossistema, de suas pragas, € de fundamental importancia dentro de um
programa de MIP, para a realizacdo de amostragem segura e correta (BUSOLI et al.,
2011).

Desta forma, a realizacdo de amostragens intra-plantas, também conceituada
como distribuicdo vertical, tem como principal justificativa o fato de que se pode,
através desse conhecimento, definir formas de agilizar e aumentar a confiabilidade
do processo de amostragem de insetos em uma determinada cultura (FERNANDES
et al., 2006).
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Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a distribuicdo vertical de lagartas
pequenas, médias e grandes de P. includens nos ter¢os superior, médio e inferior do
dossel das plantas da cultivar transgénica FM 975 (WideStrike) (CrylAc e CrylF) e
da cultivar convencional FM 993. Também foi objetivo, estudar a localizacdo das
lagartas nas faces abaxial e adaxial das folhas, conforme sua posi¢cdo nos tergos

das plantas.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Fazenda Alvorada em Chapadéao do Sul - MS
no ano agricola de 2011/2012. Foram escolhidas duas &reas, uma com a cultivar
transgénica FM 975 WideStrike e a outra com a sua isolinha convencional FM 993.

O delineamento experimental adotado foi em esquema de parcelas
subdivididas para cada uma das cultivares (FM 993 e FM 975 WS), com 6
tratamentos, sendo estes compreendidos de 3 tercos das plantas (superior, médio e
inferior) x 2 faces das folhas (face abaxial e adaxial) em 40 repeticbes, onde cada
repeticdo consistia na avaliacdo minuciosa de uma planta inteira.

A avaliacdo do numero de lagartas em todo o dossel das plantas foi realizada
aos 55 DAE (dias ap6s a emergéncia das plantas) quando estas encontravam-se no
estagio fenolégico F2, e com a presenca da praga nas respectivas areas estudadas.

As plantas foram arrancadas e divididas visualmente em trés tercos: superior,
médio e inferior e observando a presenca de lagartas em dois locais especificos das
folhas (face abaxial e adaxial das folhas).

Para aproximar a distribuicio das médias em torno da média geral do

Y2 e submetidos a

experimento, os dados obtidos foram transformados em (x+0,5)
Andlise de Variancia (ANOVA) e as meédias dos tratamentos comparadas pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar os resultados, verificou-se que, em relacédo a distribuicéo vertical
de lagartas de P. includens na cultivar convencional FM 993, os tercos médios e
inferiores das plantas foram os mais preferidos com a presenca de lagartas de todos

os tamanhos (Tabela 1 e 4).

Tabela 1. Numero médio de lagartas de P. includens em diferentes tercos das
plantas e faces das folhas na cultivar convencional FM 993. Chapadao do Sul — MS,
2012.

Terco (T) Média
Superior 0,22 b
Médio 0,57 a
Inferior 0,61 a

F () 5,87
Face da folha (FF) Média
Adaxial 0,05b
Abaxial 0,89 a
F (FF) 66,00
CV (Terco) 34,38
CV (FF) 37,42

Média seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Segundo Herzog (1980) e Bueno et al. (2009), as lagartas se alimentam de
folhas localizadas no terco inferior das plantas, logo nos primeiros instares,
selecionam as folhas mais tenras, se alimentando daquelas com pequena
guantidade de fibra, no entanto tornam-se menos exigentes a medida que vao se
desenvolvendo.

A interacao entre os fatores tercos das plantas e face das folhas na cultivar
FM 993 foi significativa, de modo que os tercos médios e inferiores apresentaram o
maior numero de lagartas, e quase totalmente localizadas na face abaxial das folhas
(Tabela 2), embora o terco superior seja a regido com maior presenca de folhas
novas e tenras, provavelmente, é a regido onde as lagartas ficam mais expostas as
condicdes adversas de fatores metereolégicos, ou maior exposi¢cdo a predadores e
parasitoides.
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Tabela 2. Desdobramento da interacéo tercos das plantas e faces das folhas na
cultivar convencional FM 993. Chapadéao do Sul —MS, 2012.

Terco Adaxial Abaxial
Superior 0,02 aA 0,42 bA
Médio 0,12 aB 1,02 aA
Inferior 0,00 aB 1,22 aA

Média seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relagdo ao niumero médio de lagartas de P. includens nos diferentes
tercos das plantas na cultivar transgénica FM 975 WS (Tabela 3), observa-se que
nao houve diferenca significativa entre os tercos, no entanto as poucos lagartas
observadas, estavam também na face abaxial das folhas, semelhante a sua isolinha
comercial FM 993 (Tabela 1) Estes resultados provavelmente, sejam devidos a alta
eficiéncia de reducao de lagartas pela acdo conjunta das proteinas CrylAc e CrylF,
sendo observadas predominantemente lagartas pequenas que ainda estavam se
alimentando dos tecidos foliares da referida cultivar.

Segundo as pesquisas de Jackson et al. (2006); Lorenz et al. (2006) e Tindall,
Leonard; Emfinger (2006), a proteina toxica CrylF age logo nos primeiros instares
do desenvolvimento das lagartas, provavelmente, o fato da cultivar apresentar
apenas lagartas pequenas, isto é, menores que 10 mm de comprimento, seja devido

a este fator.

Tabela 3. . Numero médio de lagartas de P. includens em diferentes tercos das
plantas e faces das folhas na cultivar transgénica FM 975 WS. Chapadao do Sul —
MS, 2012.

Terco (T) Média
Superior 0,05 a
Médio 0,02 a
Inferior 0,00 a

F (T) 1,56™
Face da folha (FF) Média
Adaxial 0,00b
Abaxial 0,05 a
F (FF) 4,68
CV (Terco) 34,10
CV (FF) 34,10

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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No Brasil, ainda € pouco estudado o impacto da cultivar Bt WideStrike,
comercialmente conhecida como FM 975 WS, sobre varias lagartas pragas do
algodoeiro, pois apesar desta cultivar ser liberada em 2006, somente h& dois anos
foi disponibilizado sementes para 0 seu uso comercial e para pesquisas na empresa
Bayer, parceira da empresa Dow Agrosciences, detentora do evento. Nos EUA, os
pesquisadores Adamczyk e Gore (2004), avaliaram a eficacia desta nova cultivar Bt
gue expressa as proteinas inseticidas CrylAc e CrylF para Spodoptera frugiperda, e
concluiram que somente a expressao da proteina CrylF, foi suficiente para reduzir
populacdes dessas lagartas em algodoeiro. Com relagéo a P. includens, em estudos
com o uso de proteinas purificadas Cry em dietas artificiais, Sims (1997) verificou
que a proteina inseticida Cry2Ab foi dez vezes mais téxica a P. includens do que a
CrylAc.

Embora a cultivar transgénica FM 975 WS, evento conhecido comercialmente
como WideStrike, tenha sido cultivada em grandes areas pela primeira vez em
2011/12 no Centro Oeste do pais, pelos resultados levantados na presente pesquisa
e pelos resultados obtidos no final da safra pelos produtores de algodao,
especialmente da Fazenda Alvorada na regidao de Chapadao do Sul, MS, o emprego
desta cultivar foi eficiente na reducédo de populacdes de lagartas de P. includens,
ndo sendo encontradas lagartas médias e grandes, e nem sintomas de
desfolhamentos causados por esta praga, fato observado no campo da cultivar
isolinha ndo transgénica FM 993, onde foram necessarias pulverizacbes com

inseticidas para evitar danos econdémicos pela praga.

Tabela 4. NUmero médio de lagartas pequenas, médias e grandes de P. includens
presentes na cultivar convencional FM 993. Chapadéao do Sul, MS. 2012.

Tamanho Média
Pequena 1,72 a
Média 0,70 b
Grande 0,47Db
Teste F 9,23"
CV (%) 40,82

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
"N4&o significativo; **significativo a 1% de probabilidade.
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Tabela 5. NUmero médio de lagartas pequenas, médias e grandes de P. includens
presentes na cultivar transgénica FM 975 WS. Chapadéao do Sul, MS. 2012.

Tamanho Média
Pequena 0,12 a
Média 0,00 b
Grande 0,00 b
Teste F 4,04
CV (%) 15,15

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
"N4&o significativo; **significativo a 1% de probabilidade.

4. CONCLUSOES

- A cultivar transgénica FM 975 WS (WideStrike) é eficaz na reducédo de lagartas da
praga;
- Na cultivar FM 975 WS foram encontradas somente lagartas pequenas; e

- Lagartas de P. includens preferem se localizar nos tercos médios e inferiores do
dossel das plantas, e preferencialmente na face abaxial das folhas de ambas as

cultivares.
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CAPITULO 5 — CONSIDERACOES FINAIS (IMPLICACOES PRATICAS)

As mudancas recentes ocorridas na cotonicultura brasileira acarretaram um
intenso processo de reestruturacao produtiva no setor, cuja face mais aparente foi a
transferéncia geogréfica da producao, das regides tradicionais de Sdo Paulo, Parana
e Nordeste, para as novas regides produtoras no cerrado brasileiro (FERREIRA
FILHO, 2003). Esta mudanca permitiu a retomada no crescimento da area cultivada
e a substituicdo de um modelo produtivo dependente de mé&o-de-obra, com baixa
produtividade, por um modelo agricola empresarial de melhor desempenho, em
virtude da introducdo de cultivares mais produtivas e arquitetura de plantas mais
propicia a mecanizacdo total da cultura (BRASIL, 2007).

Nos ultimos anos, a lagarta-mede-palmo da soja Pseudoplusia includens
(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae), de maior ocorréncia na cultura da soja, vem se
destacando como uma praga de grande importancia na cultura do algodoeiro,
provocando grandes prejuizos, principalmente na regido Centro-Oeste do pais, 0s
produtores constataram o algodoeiro como sendo uma grande alternativa para
rotacdo sucessiva no mesmo ano com a cultura da soja precoce semeada na
primavera-verdao (BUSOLI et al., 2011).

Pesquisas em biotecnologia levaram a obtencdo de plantas geneticamente
modificadas que expressam proteinas téxicas, entre as quais, a CrylAc, oriunda da
bactéria de solo Bacillus thuringiensis (BRITO, 2000; BOBROWSKI et al., 2003). Em
marco de 2005, foi liberado comercialmente no Brasil, o algoddo geneticamente
modificado, denominado Bollgard 1®, cujas plantas produzem a a-endotoxina de B.
thuringiensis var. kurstaki, que € patogénica para a maioria das lagartas de
lepidopteros (RAMIRO; FARIA, 2006).

Plantas geneticamente modificadas desenvolvidas para resistir a insetos-
praga podem potencialmente produzir impactos positivos ao ambiente devido a
reducdo de uso de inseticidas quimicos na cultura com os consequentes beneficios
associados. Esses beneficios incluem, entre outros, a reducdo de poluicdo por
residuos toxicos no ambiente (solo, agua e alimentos ou matéria prima), seguranca

do trabalhador e possivel aumento no controle biolégico natural (CAPALBO;



55

FONTES, 2004). Por outro lado, impactos negativos podem ocorrer devido ao plantio
em larga escala desse tipo de plantas, como a reducéo de inimigos naturais e outras
espécies benéficas, aumento de pragas ndo-alvo, evolucdo da resisténcia da praga
em relacdo ao produto do transgene (toxinas ou inibidores de enzimas) e fluxo do
transgene de cultivos transgénicos para plantas proximas (geneticamente
relacionadas) (FERRY et al., 2006).

No entanto, a partir do conhecimento do complexo de pragas que ocorrem na
cultura do algodoeiro, observa-se que a especificidade da toxina CrylAc néao
dispensa a utilizagdo do controle quimico. Para atender esta demanda, foram
produzidas novas tecnologias Bt para o algodoeiro, que atendessem a um maior
espectro de pragas da cultura, como por exemplo o algoddo WideStrike, que
expressa simultaneamente duas proteinas toxicas, a CrylAc e CrylF.

O efeito da cultivar de algodoeiro no comportamento e biologia dos insetos-
praga é importante para o desenvolvimento de estratégias eficientes dentro de um
programa de Manejo Integrado de Pragas (MIP), evitando o surgimento de
populacdes resistentes a tecnologia, além do que, conhecendo a distribuicdo vertical
de lagartas na planta, pode agilizar e aumentar a confiabilidade do processo de
amostragem destes grupos de insetos (FERNANDES et al., 2006).

Portanto o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da cultivar transgénica na
biologia de P. includens, assim como a nao-preferéncia para a alimentagdo das
lagartas. Foi avaliado também a distribuicdo vertical de lagartas pequenas, médias e
grandes na cultivar transgénica FM 975 WS e na sua isolinha convencional FM 993,
assim como a preferéncia em relagéo a face foliar abaxial e adaxial.

Os resultados obtidos permitiram verificar que a cultivar NUOPAL que
expressa a proteina CrylAc, ndo é eficiente para o controle total de P. includens, no
entanto, pode influenciar na biologia das lagartas, causando um efeito de antibiose,
aumentando seu ciclo de vida, o que podera influenciar no aparecimento de
populacdes resistentes e na teoria do refagio, que se refere ao uso de uma cultivar
convencional suscetivel em pelo menos 20% da éarea total cultivada com a cultivar
gue expresse a toxina Bt em alta concentracdo em todos os tecidos da planta (MAIA,
2010), uma vez que as lagartas oriundas de cultivares ndo-Bt apresentam ciclo de

vida, significativamente menor que aquelas lagartas sobreviventes a cultivar Bollgard
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I (NUOPAL), ndo ocorrendo sincronismo de populacbes de adultos oriundos da
cultivar transgénica NUOPAL e respectivas isolinhas convencionais.

Com relagédo a acdo da cultivar WideStrike, que expressa além da proteina
toxica CrylAc, expressa também a proteina CrylF, altamente efetiva para um maior
espectro de espécies de lepidopteros pragas de milho, algodoeiro e soja, o que foi
comprovado sua eficacia na area comercial da Fazenda Alvorada em Chapadéo do
Sul, MS, no ano agricola 2011/2012.

Em relagdo a ndo-preferéncia para a alimentagéo, as lagartas de 3° instar de
P. includens preferiram todas as cultivares estudadas, tanto a cultivar transgénica
NuOPAL, como as convencionais, 0 que era de se esperar, pois a transgenia Bt
objetiva causar a mortalidade das lagartas, apds estas ingerirem tecidos das plantas
com concentracdes adequadas das proteinas toxicas Cry para produzir a septicemia
no intestino médio das lagartas.

Através dos estudos de distribuicdo vertical de lagartas de P. includens no
dossel das plantas, foi possivel observar que as lagartas, independente do seu
desenvolvimento (tamanho), preferem se localizar nos tercos inferior e mediano das
plantas, e na face abaxial das folhas, permitindo com este conhecimento, tornar as

amostragens mais rapidas e confiaveis pelos produtores de algodao.
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