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EFEITOS DE CULTIVARES DE ALGODOEIRO QUE EXPRESSAM AS
PROTEINAS CRY1AC E CRY1F NOS PARAMETROS BIOLOGICOS DE
Chrysodeixis includens (WALKER: 1857) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO - O algodao Gossypium hirsutum (L.) € uma Malvaceae cultivada em
varias regioes do Brasil e do mundo, devido a versatilidade da sua produg¢ao, sendo a
principal matéria-prima para a industria téxtil, devido as caracteristicas e utilidades de
sua fibra, sendo utilizado também para a producéo de d6leo e outros subprodutos. A
importancia econémica do algodao atrela-se a questdo do controle de insetos-praga
como sendo um dos fatores que traz a maior parcela de custos na producao dessa
cultura. A lagarta falsa-medideira, Chrysodeixis includens (Walker, 1857)
(Lepidoptera: Noctuidae), de maior ocorréncia na cultura da soja até a década
passada, vem causando sérios danos nas regides produtoras de algodao. Entre os
principias avangos para o controle de pragas, pode-se citar a disponibilidade de
cultivares de algodoeiro geneticamente modificadas com genes oriundos da bactéria
Bacillus thuringiensis, onde essas plantas transgénicas expressam cristais proteicos
com efeito inseticida, com a finalidade de controlar lepidopteros pragas que possam
vir a ser prejudiciais a cultura. Os eventos de algodao Bt que expressam as proteinas
Cry1Ac (Bollgard 1®) e Cry1Ac mais Cry1F (WideStrike®) sdo ferramentas atuais e
disponiveis para o0 manejo desse inseto-praga, afim de subsidiar o Manejo Integrado
de Pragas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de cultivares
transgénicas de algodoeiro que expressam a proteina Cry1Ac e que expressam as
proteinas Cry1Ac mais Cry1F, nos parametros bioldgicos de C. includens e visando
determinar a sobrevivéncia da espécie. O estudo foi realizado em laboratério, sob
condigdes controladas, utilizando lagartas neonatas que foram alimentadas durante
toda a fase larval com folhas das cultivares transgénicas NUOPAL (Bollgard I1®) e FM
975 (WideStrike®) e suas respectivas isolinhas convencionais, DeltaOPAL e FM 993.
Em cada cultivar, os parametros biolégicos observados foram: duragdo média e
viabilidade da fase larval, duracdo média e viabilidade da fase pupal, peso médio de
lagartas aos 13 dias de idade e de pupas com 24 horas de formagéao, razdo sexual,
duracao do periodo de lagarta a adulto, periodo de pre-oviposi¢ao, oviposigao e pos-
oviposigado, numero médio total de ovos/fémea, viabilidade de ovos e longevidade de
machos e fémeas. As lagartas alimentadas com a cultivar transgénica FM 975
(WideStrike®) apresentaram mortalidade de 100% até o segundo dia de idade,
enquanto que as alimentadas com a cultivar transgénica NUOPAL apresentaram
sobrevivéncia de 62% na fase larval. Portanto, a cultivar que expressa as proteinas
téxicas Cry1Ac e Cry1F afetam os parametros biolégicos suprimindo de maneira
eficiente as populag¢des da praga, logo no 1° instar larval. Enquanto que a cultivar que
expressa somente a proteina Cry1Ac nao apresenta eficiéncia na supressao da praga
se comportando de modo similar a sua isolinha convencional DeltaOPAL.

Palavras-chave: algoddo ftransgénico, Bollgard I®, lagarta falsa-medideira,
WideStrike®



EFFECTS OF COTTON CULTIVARS EXPRESSING CRY1AC AND CRY1F
PROTEINS IN THE BIOLOGICAL PARAMETERS OF THE Chrysodeixis
includens (WALKER: 1857) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT - The cotton Gossypium hirsutum (L.) is a Malvaceae cultivated in
various regions of Brazil and the world, due to the versatility of its production. The
cotton is the main raw material for the textile industry, due to the characteristics and
utility of its fiber; it is being also used for the production of oil and other sub products.
The socioeconomic importance of cotton is located in the control of insect pests as a
factor that brings the greatest costs in the production of this crop. The soybean looper,
Chrysodeixis includens (Walker, 1857) (Lepidoptera: Noctuidae) of greater occurrence
in the soybean crop until the last decade, is causing serious damages in the cotton
regions. Among the main advances, in control of pests, could cite the availability of
genetically modified cotton cultivars with gens coming of the bacteria Bacillus
thuringiensis, where this transgenic plants express protein crystals with insecticide
effects to control Lepidoptera pests that can become prejudicial to cotton. The events
of cotton expressing Cry1Ac and, Cry1Ac and Cry1F proteins which are current and
available tools to the management of this insect pest, in order to subsidize the
integrated pest management. In this way, the objective of this study was to evaluate
the effects of transgenic cotton cultivars expressing the Cry1Ac and, Cry1Ac and Cry1F
proteins, in the biological parameters of C. includens and aiming at to determine the
survivor of the species. This study was developed in the laboratory, in controlled
conditions, it was used neonate larvae that were fed over the entirely larval phase with
leaves of the transgenic cultivars, NuOPAL (Bollgard I1®) and FM 975 (WideStrike®),
and their respective conventional isolines, DeltaOPAL and FM 993. In each cultivar,
the biological parameters observed were average duration and viability of larval phase,
average duration and viability of the pupal phase, average weight of larvae with 13-d
old and pupae with 24-h of formation, sex ratio, duration of the period larva to adult,
pre-oviposition, oviposition, pos-oviposition period, average number of eggs per
female, viability of eggs and longevity of male and female. The larvae fed on the
transgenic cultivar, FM 975 (WideStrike®), presented 100% of mortality until the
second day old while the ones fed on the transgenic cultivar, NuOPAL (Bollgard 1®),
presented 62% of survivor in the larval phase. Therefore, the cultivar expressing the
Cry1Ac and Cry1F protein affects the biological parameters, efficiently suppressing
pest populations soon in the 15t larval instar. However, the cultivar expressing only the
Cry1Ac do not present efficiency in the suppression of the pest, behaving in the similar
way to its conventional isoline, Delta OPAL.

Keywords: transgenic cotton, Bollgard I®, soybean looper, WideStrike®
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1. INTRODUCAO

No Brasil, qguando da chegada dos portugueses, os indios ja cultivavam, fiavam
e teciam o algodao (CORREA; COUTO, 2007). Atualmente no Brasil, o algodoeiro é
cultivado em 18 estados, e a producdo nacional de algoddo em carogo na safra
2012/2013, foi de aproximadamente 3.271,9 mil toneladas, enquanto a producgéo de
algodao em pluma foi de 1.290,4 mil toneladas (CONAB, 2013).

O algodoeiro pertence ao género Gossypium, da familia Malvaceae, e conta
com mais de 50 espécies distribuidas nos continentes Asiatico, Africano, Americano
e Oceania. A espécie Gossypium hirsutum L., conhecida nos Estados Unidos como
algodao “Upland” e no Brasil denominada de algodoeiro “herbaceo” ou “anual’, é
responsavel por mais de 90% da produ¢cado mundial de algodéo (BUSOLI et al., 2011).

A planta de algodoeiro apresenta um grande numero de insetos consideradas
como pragas, que durante o ciclo da cultura sdo capazes de reduzir a produtividade,
resultando em prejuizos consideraveis para o cotonicultor (TOMQUELSKI, 2005). O
controle dessas pragas € realizado normalmente com inseticidas, os quais nem
sempre sao eficientes, além de reduzirem a populacédo de inimigos naturais (PAPA,
2003).

As mudangas ocorridas na cotonicultura brasileira acarretaram intenso
processo de reestruturagao produtiva no setor, cuja face mais aparente foi o aumento
consideravel da area cultivada por algodoeiro no cerrado da regido Centro-Oeste,
principalmente nos Estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias e sudoeste
da Bahia (BUSOLI; MICHELOTTO; ROCHA, 2006; FERREIRA FILHO; ALVES, 2007).
Como alternativa para a rotacdo com a cultura da soja, os produtores da Regiao
Centro-Oeste viram no algodao uma grande oportunidade de negdcios. No entanto, a
lagarta falsa-medideira, Chrysodeixis includens (Walker, 1857) (Lepidoptera:
Noctuidae), de maior ocorréncia na soja até a década passada, vem causando danos
econdmicos consideraveis na cultura do algodoeiro (BUSOLI et al.,2011).

O ataque das lagartas dessa espécie, ocorre nas folhas localizadas abaixo da
metade inferior das plantas, dificultando assim, a acdo e o efetivo controle via

aplicacao de inseticidas, pois nas aplicagdes convencionais é relativamente reduzida



a quantidade de inseticidas que atingem os estratos inferiores das plantas (ANDRADE
JUNIOR; VILELA, 2009).

Como alternativa aos métodos de controle convencionais, o uso de plantas
transgénicas na agricultura tem aumentado nos ultimos anos, através das técnicas de
modificagdes genéticas promovidas pela biotecnologia, que tem sido considerada
como um dos grandes avangos na agricultura, onde segundo Fontes et al. (2002), o
desenvolvimento dessa tecnologia s6 se compararia a revolugao verde ocorrida na
década de 1970.

O uso de plantas geneticamente modificadas contendo genes da bactéria
Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) visando protecdo completa da planta ao longo do
seu desenvolvimento contra espécies de lepidopteros e coledpteros, tem obtido
grande destaque no cenario agricola mundial (JAMES, 2009).

A partir de 2005, através da liberagdo comercial da cultivar Bollgard |I® Evento
531 da Monsanto, denominada comercialmente de NUOPAL, muitas pesquisas estao
sendo realizadas, voltadas para verificar o desempenho desta cultivar, que expressa
a proteina toxica Cry1Ac (CTNBio, 2005). Apesar de controlar efetivamente algumas
das pragas-chave alvos na cultura do algodoeiro, outras espécies de lepiddpteros séo
afetados apenas subletalmente por essas toxinas expressas por esta cultivar
(ARAUJO, 2009).

Em 2009, houve no Brasil, a liberacdo comercial da variedade que expressa
duas proteinas toéxicas piramidadas, Cry1Ac e Cryl1F, algoddo denominado
comercialmente de WideStrike® (Dow AgroSciences) (MALAQUIAS, 2012). A
expressao pelas plantas de duas proteinas téxicas, confere maior espectro de acao
para o controle de lepiddpteros-praga e possibilita, em alguns casos, retardar a
evolugao da resisténcia de insetos a toxinas expressas pelo algodao Bt (OMOTO,
2008).

Desta forma, ha a necessidade de realizar testes laboratoriais, que visam
quantificar os efeitos adversos de cultivares transgénicas que expressam diferentes
proteinas toxicas na sobrevivéncia, desenvolvimento e reproducao, frente a essa nova
praga do algodoeiro C. includens, comparando-as com suas respectivas isolinhas

convencionais.



Estudos realizados por Funichello et al. (2013), utilizando C. includens,
constataram 56% de sobrevivéncia das lagartas alimentadas com a cultivar Bt, que
expressa a toxina Cry1Ac.

Dessa maneira, os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos de
cultivares transgénicas de algodoeiro que expressam a proteina Cry1Ac, como a
NuOPAL (Bollgard I®), e que expressam as proteinas Cry1Ac mais Cry1F, como a FM
975 (WideStrike®), comparadas com as suas respectivas isolinhas convencionais,

DeltaOPAL e FM 993 em laboratério, sobre os parametros bioldgicos de C. includens.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Generalidades sobre a cultura do algodoeiro e o complexo de espécies de

insetos-praga

A familia Malvaceae, a qual pertence o algodoeiro, apresenta distribuicao
mundial com centro de dispersao nas regides tropicais. Esta familia possui 85 géneros
e mais de 1.500 espécies (JOLY, 1983). A importancia econdmica dessa familia esta
nas espécies produtoras de fibras e o algodoeiro € a planta produtora de fibra mais
importante do mundo (HAYWARD, 1938; BERRIE, 1977).

O género Gossypium possui 52 espécies de ampla distribuicdo, mas apenas
quatro espécies do género sdo cultivadas e exploradas economicamente. No Brasil,
sdo encontradas trés espécies de algodoeiro: G. hirsutum L., G. barbadense L. e G.
mustelinum (Mier). Destas, G. mustelinum é a unica espécie nativa do Brasil,
especificamente da Regido Nordeste do pais, mas ndo é uma espécie de importancia
econdmica. G. barbadense é encontrada na forma semi-domesticada e em algumas
areas no Piaui e G. hirsutum apresenta duas ragas, dentre elas G. hirsutum latifolium
Hutch, denominado de algodoeiro “herbaceo” ou “anual” (BARROSO; FREIRE, 2003).

O algodoeiro G. hirsutum L. ja era cultivado desde 4.000 e 2.500 a.C. na india
e no norte do Peru, respectivamente. Essa espécie teve origem na india e expandiu-
se para diversos paises como Paquistao, Tailandia, China, Ira, Siria, Turquia e Grécia.
Nos séculos IX e X, os conquistadores arabes disseminaram essa malvacea pelas
regides mediterraneas. Presume-se que, nos paises das Américas, o algodoeiro seja
originario da América Central, possivelmente nas regides que abrangem o México e
Guatemala, onde posteriormente, se propagou para outros paises como Nicaragua,
Colémbia, Brasil e Argentina (CARVALHO, 1996).

O algodoeiro G. hirsutum (L.) é cultivado em varias regidées do Brasil e do
mundo, sendo explorada economicamente numa ampla faixa tropical e em algumas
regides subtropicais. Essa espécie contribui com 90% da produgdo mundial de
algodao e seu cultivo apresenta grande importancia social e econémica para o Brasil

devido a versatilidade da sua producéo, sendo a principal matéria-prima utilizada na



industria de fiagdo e tecelagem, devido as caracteristicas e utilidades de sua fibra.
Sendo as sementes também utilizadas na industria de alimentagdo animal (farelo) e
humana (6leo), além de grande numero de produtos secundarios (AGOPA, 2009;
SOUSA et al., 2010).

O algodoeiro produz uma das mais importantes fibras téxteis do mundo, pois
oferece variados produtos de utilidade com grande relevancia na economia brasileira
e mundial, razdo que a faz ser considerada uma das plantas de mais completo
aproveitamento, figurando entre as dez maiores fontes de riqueza do agronegdcio do
Brasil (COSTA et al., 2005).

De acordo com Melo Filho et al. (2001), a razdo de sua importancia reside nas
notaveis propriedades que a caracterizam: as roupas confeccionadas por algodao, as
sementes de algodao ter consideravel interesse alimentar sendo utilizadas para
extragcdo de oOleo comestivel e na industria, o 6leo é utilizado na fabricagdo de
margarina, sabao e tintas, o farelo que se obtém depois da extracdo do dleo é
aproveitado para a alimentagdo animal, pois possui de 40 a 45% de proteina, o
tegumento que é usado para fabricar certos tipos de plasticos e de borrachas
sintéticas e, a fibrila usada na industria quimica de plasticos e explosivos.

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

Essa posicdo de destaque foi conquistada gragas a uma eficiente rede de
pesquisa e producdo de sementes de alta qualidade e pureza (SILVIE; BELOT;
MICHEL, 2007), e o desenvolvimento de novas cultivares com maior potencial
produtivo, resistentes as principais pragas e, principalmente, com qualidade de fibra
superior para atender as exigéncias do mercado internacional (CORREA; COUTO,
2007).



A planta de algodoeiro apresenta um grande numero de insetos considerados
como pragas, que durante o ciclo da cultura reduzem a produtividade, resultando em
prejuizos consideraveis para o cotonicultor. Na Regido Centro Oeste, a intensidade
do ataque de insetos-pragas, tem obrigado os produtores a realizarem de 12 a 20
pulverizagdes anuais na cultura para seu controle, encarecendo a producao
(TOMQUELSKI, 2005).

Esses insetos apresentam elevada capacidade reprodutiva e ampla dispersao
e adaptacgao, infestando rapidamente as plantagdes, ocasionando danos significativos
na cultura do algodao, atacando basicamente todas as estruturas da planta, como
raizes, caule, folhas, botdes florais, macas e capulhos (SANTOS, 2007).

Segundo Busoli et al. (2011), dentre as principais pragas da parte aérea,
destacam-se as lagartas desfolhadoras e as que atacam as estruturas reprodutivas,
pois causam elevada desfolha e/ou causam danos diretos e indiretos aos botdes
florais e as magas, reduzindo a produtividade do algodao.

O plantio de algodao em areas proximas de diferentes culturas com fenologias
distintas, como é o caso da soja e do milho, que sao cultivados no verao, além de
plantas de cobertura na entressafra, pode favorecer o movimento dessas pragas entre
os cultivos (NAGOSHI, 2009). Dessa forma, a lagarta falsa-medideira da soja,
Chrysodeixis includens (Walker, 1857) (Lepidoptera: Noctuidae), tem causado danos

econdmicos consideraveis na cultura do algodoeiro nos ultimos anos.

2.2 Chrysodeixis includens (Walker, 1857) (Lepidoptera: Noctuidae):

Caracteristicas biolégicas e comportamentais

Essa espécie da Ordem Lepidoptera, foi por muito tempo referido como
Pseudoplusia includens e mesmo publicagbes recentes de 2010 e 2011 ainda
continuam usando essa nomenclatura. Entretanto, Goater et al. (2003), ao reavaliar o
género Pseudoplusia, o reclassificaram para o género Chrysodeixis, que, de acordo
com os sistematas desse grupo, €& a classificacdo valida atualmente.
Independentemente do nome cientifico que seja utilizado, é de grande importancia a

correta identificagdo desse inseto no campo (MOSCARDI et al., 2012)



Chrysodeixis includens € uma espécie com 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). Esse lepidoptero tem sua forma
jovem popularmente conhecida como lagarta falsa-medideira da soja e, € um inseto
polifago com capacidade de se desenvolver em 73 espécies de plantas hospedeiras
no Brasil, pertencentes a 29 familias (BERNARDI, 2012).

Inicialmente, lagartas de C. includens foram observadas atacando feijoeiro,
repolho, quiabeiro, batata-doce, fumo e tomateiro (BOTTIMER, 1926; WOLCOTT,
1936). Posteriormente, as lagartas foram observadas atacando também algodéo e
soja (HENSLEY; NEWSON; CHAPIN, 1964). A polifagia € uma caracteristica que
pode colaborar com a dinamica populacional e condi¢do de praga agricola, uma vez
que as populagdes podem se desenvolver, simultaneamente, em diferentes plantas
hospedeiras dentro de uma regido ou podem persistir no ambiente em baixa
densidade até a fémea encontrar um hospedeiro capaz de sustentar o
desenvolvimento das lagartas (MOSCARDI et al., 2012).

Os adultos desta espécie sao mariposas com 35 mm de envergadura, as asas
anteriores sao de coloragao escura, com duas manchas prateadas brilhantes na parte
central, e as asas posteriores sao de coloragdo marrom (GALLO et al., 2002; SOSA-
GOMEZ et al., 2010). Lingren et al. (1977) observaram que o acasalamento desta
espécie ocorre, normalmente, entre 22h e 4h, e Tumlinson et al. (1972) constataram
a importancia da emissao do feroménio sexual pelas fémeas nesse processo.

Segundo Jost e Pitre (2002), em condigbes de temperatura e umidade
favoraveis (usualmente em condigbes controladas de criagbes de laboratoério), cada
fémea pode ovipositar, em média, 700 ovos durante seu ciclo de vida. Segundo
Vazquez (1986) o numero total médio de ovos pode variar de 144 a 1953 ovos, sendo
que 80 a 90 % do total destes sao ovipositados até o sétimo dia de idade das fémeas.

Os ovos séo colocados isoladamente na face inferior das folhas e nos ponteiros
(FUNICHELLO; GRIGOLLI; BUSOLI, 2011). Estes ovos sao globulares, medindo,
aproximadamente, 0,5 mm de didmetro e apresentam coloragdo creme-clara logo
apo6s a oviposigcao e marrom-clara proximo a eclosao das lagartas. O desenvolvimento
embrionario, em média, se da em torno de 2,5 dias (PETERSON, 1964). Em estudos

realizados no Brasil por Bueno et al. (2009), foi observado que o ovo de C. includens



apresenta didmetro 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
coloracao dos ovos.

As lagartas ao eclodirem sao de coloragao verde-clara, com listras longitudinais
brancas e pontuagdes pretas, e quando desenvolvidas atingem de 40 a 45 mm de
comprimento em seu Ultimo estadio larval (SOSA-GOMEZ et al., 2010). Silvie et al.
(2007) observaram que, as lagartas séo do tipo “mede-palmo”, pois tem apenas dois
pares de falsas pernas abdominais. Quando as lagartas se desenvolvem em dieta
artificial, observou-se a variagcao de cinco a sete instares, com predominancia de seis
instares (cerca de 92%) (SHOUR; SPARKS, 1981)

Quando ainda pequenas (primeiro ao terceiro instar), as lagartas preferem se
alimentar de folhas novas, com baixo teor de fibras, enquanto lagartas mais
desenvolvidas tornam-se menos exigentes, passando a se alimentar de folhas mais
velhas e mais fibrosas (BERNARDI, 2012).

No Brasil, tanto lagartas pequenas como grandes de C. includens, tém sido
frequentemente encontradas alimentando-se do terco inferior das plantas e de folhas
tenras de ramos secundarios em plantas de soja e algodao (PAPA; CELOTO, 2007;
SANTOS; BARBOSA; PEDROSA, 2010). Outra caracteristica marcante desta
espécie, € que no primeiro e segundo instar apenas raspam as folhas, enquanto, a
partir do terceiro instar, conseguem perfura-las, deixando, entretanto, as nervuras
centrais e laterais intactas, proporcionando aspecto caracteristico de folhas
rendilhadas, diferente do dano causado por outros desfolhadores (HERZOG, 1980;
BUENO et al., 2007).

Dentro de cada instar, a lagarta sofre uma perceptivel mudancga na coloracéo,
de verde-amarronzada-clara enquanto se alimenta, para verde-limao translucida
(SMILOWITZ, 1973). O inicio da transformagao em pré-pupa € caracterizado por uma
acentuada mudanca de coloragao, envolvendo alteracbées no sistema hormonal,
como: parada na alimentacdo, mudanca para coloracdo verde amarelada uniforme,
liberagao do ultimo “pellet” fecal de coloragdo amarelo brilhante, inicio da construgéo
do casulo e perda de mobilidade (VAZQUEZ, 1986). As lagartas constroem uma teia
de fios onde se transformam em pupa, em geral na face abaxial das folhas (SOSA-
GOMEZ et al., 2010).



A coloracao da pupa de C. includens varia de amarelo-palida para verde-clara
no inicio do desenvolvimento, com pigmentag&o dorsal irregular até 48 horas antes da
emergéncia. Funichello (2012) observou que o periodo pupal dura de 6 a 7 dias
quando as lagartas foram alimentadas com folhas de cultivar transgénica de
algodoeiro NUOPAL e sua isolinha convencional DeltaOPAL, respectivamente.

E importante salientar que o padrdo de coloracdo é afetado pelo tipo da dieta
em que a lagarta se desenvolve. Nesse periodo, as pupas passam de uma tonalidade
escurecida para coloragao verde-clara e ficam com a cuticula pupal gradualmente
escurecida. Doze horas antes da emergéncia, a cuticula e demais estruturas dos
adultos ja estado formadas dentro da cuticula pupal (SHOUR; SPARKS, 1981).

Os surtos de C. includens parecem ser maiores em agroecossistemas onde a
soja e o algodao sao cultivados proximos. Estudos realizados no Estado da Louisiana
(EUA), constataram um aumento na longevidade, oviposicao e frequéncia de cépulas,
quando foi fornecido o néctar das flores de algodoeiro para adultos de C. includens.
Isso em parte pode explicar o maior indice populacional de C. includens em soja,
quando existe area de algodao nas proximidades (JENSEN; NEWSON; GIBBENS,
1974). Situagao semelhante pode ocorrer no Brasil Central, em areas agricolas onde
ocorrem a sucessao de culturas com constante sobreposicdo de areas de cultivo
envolvendo culturas de soja e algodoeiro (BERNARDI, 2012). No Brasil, segundo
Moscardi et al. (2012), surtos de C. includens s&o detectados com frequéncia no Oeste
da Bahia, e em Estados como Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo,

Parana e Rio Grande do Sul.

2.3 Plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos

A importancia socioeconémica do algodoeiro atrela-se a questdo do controle
de insetos, considerados praga, como sendo um dos fatores que traz a maior parcela
de custos na produgao dessa cultura. Como um dos maiores causadores de prejuizos,
os lepiddpteros se destacam por promoverem danos diretos e indiretos ao algodoeiro
(CUNHA, 2011).

De modo geral, o controle da lagarta-falsa-medideira da soja é realizado por

meio de aplicacao de inseticidas. A utilizagdo de plantas transgénicas com resisténcia
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a insetos pode reduzir a necessidade de aplicagdo desses agrotoxicos, com
consequente redugdo dos custos de producdo (BESPALHOK FILHO; GUERRA,;
OLIVEIRA, 2012).

Nos Estados Unidos, geralmente, sdo realizadas de 5 a 12 aplicagdes de
inseticidas no decorrer da safra em algodao convencional, e com o uso de algodao
transgénico, o numero de aplicagbes reduz para 1 a 3 aplicagbes (DAVIS et al., 1995;
BACHELER; MOTT; MORRISON, 1997).

Plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos representam um novo
meétodo de controle de insetos-praga para programas de Manejo Integrado de Pragas
(MIP) em diversos agroecossistemas. A utilizacdo de plantas geneticamente
modificadas (GM) contendo genes oriundos da bactéria entomopatogénica Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt) que codificam proteina com ag&o inseticida, visando a
protecdo completa da planta ao longo do seu desenvolvimento contra espécies de
lepidopteros e coledpteros, tem obtido grande destaque no cenario agricola mundial
(JAMES, 2009).

Esta bactéria durante o seu processo de esporulagdo, produz inclusdes
cristalinas que sédo pré-toxinas chamadas de d-endotoxina que causam lesdes no
aparelho digestivo dos insetos (GLARE; O'CALLAGHAM, 2000). Os cristais de B.
thuringiensis, ao serem ingeridos pelas lagartas suscetiveis, sofrem acao do pH
intestinal e de proteases, que solubilizam o cristal e ativam as toxinas (MONNERAT;
BRAVO, 2000). Essas lesdes causam desbalanceamento iénico no interior da célula,
causando “lise” do epitélio intestinal e morte do inseto pela desnutricio do mesmo
seguida de septicemia (SOUSA et al., 2010). No entanto, Monnerat e Bravo (2000)
constataram que n&o ha atividade de B. thuringiensis nas fases de pupa e de adulto
dos insetos.

As pesquisas com algodéao transgénico a base de Bt 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 sé ocorreu em 1996. No Brasil, a liberacdo comercial da cultivar Bollgard
I® da Monsanto Brasil Ltda., denominada comercialmente de NuOPAL, s6 ocorreu em
marco de 2005 de acordo com o Parecer Técnico Conclusivo, CTNBIO N° 513/2005
(BARROSO et al., 2005)
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Plantas transgénicas resistentes aos insetos praga s&o produzidas com a
finalidade de mata-los ou influir negativamente na sua biologia, por exemplo,
interferindo na capacidade de voos, cépula e fecundidade (WRIGHT; VERKERK,
1995). Em trabalho realizado por Costa et al. (2011), foi observado reducao
significativa do numero de lagartas de Alabama argillacea (Hubner, 1818) em plantas
da cultivar NuOPAL (Bollgard I®) de algodoeiro, comparada a sua isolinha DeltaOPAL.

Os insetos-pragas que sobrevivem ao consumo dessas toxinas sao geralmente
menores e podem ter desenvolvimento e fecundidade reduzidas (DOWN et al., 1996).
Funichello et al. (2013) avaliaram o efeito da cultivar Bt NUOPAL e n&o Bt DeltaOPAL,
sobre C. includens e observaram que as lagartas alimentadas com folhas da cultivar
transgénica apresentaram significativamente maior duracdo média da fase larval,
menor massa media corporal aos 12 dias e menor viabilidade larval do que as lagartas
alimentadas com folhas da isolinha convencional.

Polania et al. (2008) avaliaram a suscetibilidade de quatro noctuideos a toxina
Cry1Ac presente em plantas de algodoeiro NUOPAL e, observaram que a ClLso
necessaria para causar mortalidade de Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera:
Noctuidae) foi maior do que para Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), destacando que o efeito da toxina sobre S. frugiperda é
reduzido, quando comparado a outros lepidopteros.

O uso de variedades transgénicas visa reduzir a aplicacao de inseticidas
sintéticos, o que gera beneficios como a reducao da poluigdo por residuos téxicos no
ambiente, seguranga do trabalhador e conservagao ou incremento dos agentes de
controle biolégico natural (CAPALBO; FONTES 2004). Por outro lado, impactos
potenciais negativos podem ocorrer devido ao plantio em larga escala desse tipo de
planta, como a redugao de inimigos naturais e outras espécies benéficas, aumento de
pragas nao-alvo, evolugcdo da resisténcia da praga em relagdo ao produto do
transgene e fluxo do transgene de cultivos transgénicos para plantas geneticamente
relacionadas (BUSOLI, 2000; FERRY et al., 2006).

As cultivares geneticamente modificadas de algodoeiro, com apenas a
expressao da proteina toxica Cry1Ac, nao sao consideradas eficientes contra algumas
espécies de lepidopteros, todavia podem atuar de forma supressiva proporcionando

prolongamento da fase larval e menor peso das lagartas (STEWART et al., 2001).
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Para atender esta demanda, foram produzidas novos eventos Bt para o algodoeiro,
que atendessem a um maior espectro de lepidopteros pragas da cultura
(FUNICHELLO, 2012).

A adogao de culturas Bt tende a aumentar com a aprovagao de varios eventos
em diferentes culturas no Brasil, incluindo a soja Bt que também expressa a proteina
Cry1Ac (CTNBio, 2010) e, portanto, pode ser esperado o aumento do potencial para
a evolucio da resisténcia.

A primeira geragao de plantas Bt foi composta por plantas que expressam uma
unica toxina. No entanto, a segunda geragao consiste de plantas que expressam duas
ou mais proteinas com acdo inseticida, sendo essas denominadas plantas Bt
“piramidadas” (BERNARDI et al., 2011). Nesse sentido, a cultivar WideStrike® que
expressa as endotoxinas Cry1Ac e Cry1F foi liberada pela CTNBio para plantio no
Brasil a partir de 2009 (CTNBio, 2012). Essa cultivar possui um amplo espectro de
controle de lepidopteros praga, entre os quais inclui a espécie C. includens
(GREENBERG; LI; LIU, 2010; ARMSTRONG et al., 2011).

A acgédo inseticida das proteinas Cry1Ac e Cry1F para C. includens € menos
conhecida e parece que a atividade da proteina Cry1F & maior que a proteina Cry1Ac.
Com relagao a toxicologia, as proteinas Cry1Ac e Cry1F podem compartilhar o mesmo
sitio de acdo na epiderme do trato digestivo de espécies de lepidopteros da Familia
Noctuidae (SORGATTO, 2013).

Em condigbes de campo, a resisténcia de popula¢des de lagartas as proteinas
de Bt pode ser definida como uma diminuigdo geneticamente mediada na
suscetibilidade do organismo-alvo a proteina, mediante a exposi¢ao da populagéo as
culturas Bt (TABASHNIK, 1994; TABASHNIK et al., 2008).

As plantas Bt “piramidadas” retardam a evolugdo da resisténcia mais
eficientemente que plantas que expressam uma unica proteina inseticida,
principalmente devido a baixa frequéncia inicial dos individuos resistentes as multiplas
toxinas (FERRE; VAN RIE, 2002).

Essa estratégia € baseada no conceito de que a resisténcia para duas proteinas
€ conferida independentemente por diferentes genes. Assim, o tempo que levaria para
determinada praga evoluir resisténcia a determinada proteina expressa na planta Bt é

o produto do numero de gerag¢des que a praga levaria para evoluir a resisténcia a cada
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proteina, separadamente. Por exemplo, se o tempo que uma praga levaria para evoluir
a resisténcia a proteina A for de 20 geragdes e para proteina B de 30 geragdes, essa
praga pode levar 600 geragdes para evoluir a resisténcia para ambas as proteinas
(ANDOW, 2008).

Entretanto, para que uma planta Bt seja considerada variedade “piramidada”,
as combinacdes de proteinas inseticidas expressas devem ser téxicas para a mesma
praga-alvo, pois, caso contrario, a planta seria dita “estaqueada”, que em outras
palavras significa dizer que as proteinas inseticidas atuam independentemente, ou
seja, ndo agem sobre a mesma praga-alvo para fins de manejo de resisténcia
funcionariam como plantas que expressam apenas uma proteina, visto os alvos serem
distintos. Por exemplo, as proteinas Cry1Ac/Cry1F expressas em algodéao
Widestrike®, Cry1F é toxica para S. frugiperda, mas a proteina Cry1Ac néo é tdxica
para essa espécie. No entanto, ambas as proteinas séo téxicas para H. virescens.
Dessa forma, a combinagdo das proteinas Cry1Ac/CrylF €& uma variedade
“piramidada” para H. virescens e “estaqueada” para S. frugiperda (BERNARDI et al.,
2011).

Sendo assim, o Manejo de Resisténcia de Insetos (MRI) no algodao Bt é de
extrema importancia no Brasil a fim de retardar a evolugao da resisténcia dos insetos-
alvos e prolongar a vida util das proteinas inseticidas, que de acordo com Maia (2010),
€ um dos principais riscos ambientas associados as culturas transgénicas.

Desse modo, estratégias para retardar a selegao de individuos resistentes a
plantas Bt tém sido propostas, tais como refugio, plantas de alta dose e piramide de
genes (GOULD, 1988; McGAUGHEY; WHALON, 1992). Este fato tem levado varios
paises a preocupacao de se acompanhar o impacto de cultivares transgénicas sobre
a entomofauna do algodoeiro (RAMIRO; FARIA, 2006).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Descricao do local e do cultivo

Os experimentos foram realizados em area experimental da Fazenda de
Ensino, Pesquisa e Produgao (FEPP), localizada no Municipio de Jaboticabal, SP, na
latitude 21°14'15"S e longitude 48°17'09"W, a 615 m de altitude, e no Laboratdrio de
Manejo Integrado de Pragas (LAMIP), do Departamento de Fitossanidade na
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista,
Jaboticabal, SP.

Os experimentos foram conduzidos entre Novembro de 2012 e Junho de 2013,
em uma area de 5.400m?, onde foram semeadas as cultivares transgénicas NuOPAL
(Bollgard I®) que expressa a proteina Cry1Ac e, FM 975 (WideStrike®), que expressa
a proteina Cry1Ac e Cry1F, e suas respectivas isolinhas convencionais, DeltaOPAL e
FM 993, destinadas ao cultivo e desenvolvimento das plantas e as coletas de folhas
para a realizacao dos experimentos em laboratério. A cultivar FMT 701, também foi
semeada destinada a coleta de folhas para a manutencdo da criacdo estoque de
lagartas de C. includens. A escolha desta cultivar teve como objetivo evitar possivel
condicionamento pré-imaginal nos testes subsequentes com as demais cultivares,
obedecendo critérios sugeridos por Lara (1991).

As praticas culturais, tais como adubacao de plantio e cobertura, aplicacao de
regulador de crescimento vegetal foram os normalmente recomendados para a cultura
do algodoeiro, assim como espacamento entre linhas de plantas foi de 0,9 m. Durante
o experimento ndo houve aplicagdes de inseticidas ou fungicidas, e o controle de
plantas daninhas foi realizado manualmente durante o desenvolvimento das plantas

de algodao.



15

3.2 Criagao de manutencgao de C. includens

As criacbOes e os bioensaios foram mantidos sob condi¢cdes controladas, em
sala climatizada com temperatura de 25+2°C, umidade relativa do ar de 65+5% UR e
fotofase de 14h.

Para obtencéo dos materiais biolégicos de C. includens utilizados para iniciar a
criacdo em laborat6rio, foram coletadas lagartas de varios tamanhos nas plantas de
soja e de algodao em areas agricolas no municipio de Chapadao do Sul, MS, Brasil.

Exemplares adultos foram identificados através de comparacdo com espécies
do museu cientifico do Departamento de Fitossanidade, da FCAV/UNESP.

Em laboratério, o material originario do campo foi triado e acondicionado em
recipientes cilindrico de plastico com tampa com dimensdes de 12 cm de diametro x
10 cm de altura, onde foram oferecidas folhas de algodao convencional FMT 701. As
folhas foram trocadas diariamente até as lagartas atingirem a fase de pupa, onde
foram separadas por sexo, utilizando-se a metodologia proposta por Butt e Cantu
(1962).

Assim que emergidos, os adultos foram acondicionados em gaiolas
constituidas por tubos de PVC de 15 cm de diametro x 20 cm de altura, cuja parte
superior foram cobertas por tecido “voile” fixado por elasticos. Internamente as gaiolas
foram revestidas com papel sulfite para as fémeas realizarem as posturas dos ovos e
posterior coleta dos mesmos para a realizagao dos estudos ou para a criagado da
espécie (Figura 1).

Para a alimentacao dos adultos, solucdo de mel a 10% embebida em chumaco
de algodéo hidrdfilo, foi oferecido e colocado no fundo da gaiola, em um recipiente

cilindrico plastico de 3 cm de diametro x 2 cm de altura.
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Figura 1. Tubos de PVC utilizados para criagdo estoque de Chrysodeixis includens (a
esquerda) e folhas de papel sulfite para obtencédo de ovos (a direita). Jaboticabal —
SP, 2013.

A cada 24 horas, as gaiolas foram trocadas e os ovos obtidos foram
acondicionados em placas de Petri com papel filtro ao fundo, e umedecido com agua
para evitar a dessecagao dos ovos. Apds a eclosdo das lagartas, estas foram
transferidas para os tubos de PVC, onde foram fornecidas para alimentacéo, folhas
de algodoeiro da cultivar FMT 701. As folhas foram previamente imersas em solugao
de hipoclorito de sédio e agua (1:10) por dez minutos, sendo posteriormente
enxaguadas com agua abundante e secas naturalmente ao ambiente. As folhas foram
trocadas diariamente, de modo a ndo haver falta de alimento e foi realizada a

higienizacao e remocao de fezes até as lagartas atingirem o estadio de pupa.

3.3 Parametros biolégicos de C. includens criadas em duas -cultivares

transgénicas e em suas respectivas isolinhas convencionais de algodoeiro

Para a obtengao dos parametros biolégicos do inseto, foram utilizadas lagartas
neonatas (recém eclodidas) provenientes da criagdo de manutengéo de C. includens
na cultivar FMT 701. O experimento foi constituido por 4 tratamentos, representadas
pelas cultivares de algodoeiro transgénicas NuOPAL (Bollgard I®), que expressa a
proteina Cry1Ac, e FM 975 (WideStrike®), que expressam as proteinas Cry1Ac e

Cry1F, e suas respectivas isolinhas convencionais, DeltaOPAL e FM 993.
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3.3.1 Fase larval e pupal

Para a avaliagdo dos parametros bioldgicos referentes a fase larval, utilizaram-
se para cada cultivar (tratamento) 100 lagartas neonatas (repeticbes) onde foram
individualizadas em recipientes plasticos de 6 cm de didametro x 5 cm de altura, com
capacidade de 145 ml, onde foi realizada observacgdes diarias (Figura 2).

As folhas utilizadas para alimentagéao larval foram coletadas no campo em cada
area respectiva da cultivar (tratamento) e sempre no tergco médio. As folhas foram
trocadas diariamente, de modo a ndo haver falta de alimento e foi realizada a
higienizacdo e remocgéo de fezes até as lagartas atingirem o estagio de pupa. Em
seguida, as pupas foram pesadas e separadas por sexo, baseado em Butt e Cantu

(1962) e observadas até a emergéncia dos adultos.

ey LR

Figura 2. Recipientes plasticos contendo folhas de cultivares de algodoeiro comerciais
transgénicas e n&o transgénicas utilizados para estudos bioldgicos de Chrysodeixis
includens nas fases larval e de pupa. Jaboticabal - SP, 2013.

Os parametros biolégicos observados foram: duracdo média e viabilidade da
fase larval, duragao média e viabilidade da fase de pupa, peso médio de lagartas aos
13 dias de idade e de pupas com 24 horas de formacao, razdo sexual e duragdo do
periodo de lagarta a adulto. A pesagem das lagartas e pupas foram realizadas com o
auxilio de uma balanga de precisdo de quatro casas decimais (Figura 3) e a razéo

sexual foi obtida através da féormula: rs = n° de fémeas / n°® de fémeas + n° de machos.
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Figura 3. Balanga de precisao com quatro casas decimais utilizada para pesagem das
lagartas e pupas de Chrysodeixis includens. Jaboticabal — SP, 2013.

3.3.2 Fase adulta

Para a avaliagdo dos parametros bioldgicos referentes a fase adulta, utilizaram-
se para cada cultivar (tratamento) o numero maximo de casais (repetigcdes) onde foram
individualizados em gaiolas cilindrica constituida por tubos de PVC de 10 cm de
diametro x 20 cm de altura, onde na parte superior foram cobertas por tecido “voile”
fixado por elasticos. Internamente as gaiolas foram revestidas por papel sulfite branco
para as fémeas realizarem a postura dos ovos e facilitando com isso a posterior coleta

diaria dos mesmos para a realizac&o das avaliagdes (Figura 4).

Figura 4. Aspecto geral para estudos biolégicos de Chrysodeixis includens na fase
adulta. Jaboticabal — SP, 2013.
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As coletas foram realizadas diariamente para contagem de ovos de cada casal.
Para alimentacdo dos adultos foram oferecidos solugdo de mel a 10% embebida em
chumacgo de algodao hidroéfilo e colocado no fundo da gaiola, em um recipiente
cilindrico plastico de 3 cm de didmetro x 2 cm de altura e ainda foram colocadas dentro
da gaiola 2 folhas de algodoeiro de cada cultivar (tratamento) para indugéo de
oviposigdo. Os parametros biolégicos analisados foram: periodo de pré-oviposigéo,
oviposicao e pés-oviposi¢cao, numero médio total de ovos/fémea, viabilidade de ovos

e longevidade de machos e fémeas.
3.4 Delineamento e analise estatistica

Os dados obtidos nos bioensaios foram analisados estatisticamente através de
Analise de Variancia (ANOVA), teste F, e as médias dos tratamentos, comparadas
pelo Teste de Tukey a nivel de 5% de significancia. Para a analise estatistica, foi
utilizado o programa ASSISTAT versao 7.7 (SILVA, 2013) e os dados biolégicos

originais de médias de peso na fase larval e de pupa foram transformados de acordo
com a Lei de Taylor, em /Xx+05, para melhor aproximacdo das médias dos

tratamentos em torno da média geral.



20

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A duracédo média dos estadios larvais de C. includens variou significativamente
entre as cultivares de algodoeiro comerciais transgénicas e suas isolinhas (Tabela 1).

As lagartas que foram alimentadas com a cultivar transgénica de algodoeiro
WideStrike® apresentaram mortalidade de 100% até o segundo dia de idade das
lagartas, logo no 1° instar, ndo sendo possivel realizar as analises comparativas com
0os parametros bioldgicos obtidos nas demais cultivares. Assim, observa-se que a
cultivar WideStrike® foi altamente eficiente para o controle de C. includens, conferida
pelas proteinas toxicas Cry1Ac e principalmente Cry1F (Tabela 1). Esses resultados
corroboram aos encontrados por Tindall et al. (2009) nos EUA, que também
observaram mortalidade total das lagartas C. includens alimentadas com folhas de
algodoeiro que apresentam proteinas Cry1Ac e Cry1F.

Por outro lado, a duracdo do 1° e 2° instares larvais das lagartas alimentadas
na cultivar transgénica NuOPAL foi de 4,82 e 3,34 dias, respectivamente, sendo
significativamente maior que a duragdo das lagartas alimentadas com as cultivares
nao transgénicas DeltaOPAL e FM 993 (Tabela 1). No entanto, para a duragdo do 3°
instar larval, ndo observou-se diferenga significativa entre as cultivares (Tabela 1).

Em relagdo ao 4° instar larval, observou-se que a duracao média deste instar,
na cultivar DeltaOPAL foi de 2,99 dias, sendo significativamente maior que a duragao
média das lagartas alimentadas com a cultivar transgénica NUOPAL, que apresentou
duragdo média de 2,68 dias. As lagartas que se alimentaram com a cultivar néo
transgénica FM 993 apresentaram duracdo média de 2,88 dias, sendo mais préxima
da cultivar DeltaOPAL (Tabela 1).

No ultimo e 5° instar larval observou-se que a duragdo média das lagartas na
cultivar FM 993 foi de 3,40 dias, sendo significativamente maior quando comparada a
duracdo média das lagartas alimentadas com a cultivar transgénica NuOPAL,
correspondendo a 3,02 dias, e nao diferindo das lagartas alimentadas com a cultivar
nao transgénica DeltaOPAL (Tabela 1).



Tabela 1. Duragdo média + EP (dias) dos estadios larvais de Chrysodeixis includens alimentadas com folhas de cultivares de

algodoeiro comerciais transgénicas e n&o transgénicas. Jaboticabal/SP, 2013.

Cultivar

Fase Larval

1° Instar

2° Instar

3° Instar

4° Instar

5° Instar

Pré pupa

NuOPAL (Bollgard I®)
DeltaOPAL

FM 975 (WideStrike®)?
FM 993

4,82+ 0,09 a [62]
4,47+ 0,07 b [71]

4,29+ 0,06 b [86]

3,34+ 0,10 a [62]
3,01+ 0,07 b [71]

3,00+ 0,07 b [86]

2,95 0,11 a [62]
2,89+ 0,10 a [71]

3,15+ 0,07 a [86]

2,68+ 0,08 b [62]
2,99+ 0,01 a [71]

2,88+0,08 ab [86]

3,02+0,08 b [62]
3,27+0,08 ab [71]

3,40+ 0,08 a [86]

1,69z 0,06 ab [62]
1,75£0,05a [71]

1,55% 0,14 b [86]

Média
Teste F
CV (%)

4,50
13,50**
13,74

3,10
4,97
22,69

3,01
2,36
26,47

2,89
3,03*
25,57

3,25
5,46**
21,32

1,65
3,63*
29,66

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

ns N&o significativo; * Significativo a 5%; ** Significativo a 1% de probabilidade. 20s dados n&o foram submetidos a andlise estatistica devido & 100% de mortalidade no 1° instar.

Valores que estéo entre colchetes correspondem ao numero de individuos [n].

T¢C
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Durante a fase de pré-pupa, quando cessa a alimentacdo, as lagartas que
alimentaram-se da cultivar ndo transgénica DeltaOPAL apresentaram maior duragao
média, porém nao diferindo significativamente dos resultados apresentados pela
cultivar transgénica NUOPAL. Entretanto, diferiu significativamente das lagartas que
foram alimentadas com a cultivar FM 993 (Tabela 1). Em experimentos realizados com
outro noctuideo, Spodoptera cosmioides (Walker, 1858), Araujo (2009) verificou
resultados similares para as cultivares NUOPAL e DeltaOPAL, onde também nao
diferiram significativamente no periodo de pré-pupa.

No geral, ao observar a duragdo média de toda a fase larval, as lagartas
alimentadas com a cultivar NUOPAL e que sobreviveram, apresentaram duragao
média de 19,04 dias, ndo apresentando diferengas significativas comparadas com as
cultivares nao transgénicas DeltaOPAL e FM 993, que apresentaram duragao média
de 18,86 e 18,58 dias respectivamente (Tabela 2). Dessa forma, pode-se observar
que a proteina toxica Cry1Ac, expressa na cultivar transgénica NuOPAL, ndo afetou
o periodo de duracédo da fase larval de C. includens (Tabela 2).

Estes resultados da duracao da fase larval obtidos nas cultivares NUOPAL e
DeltaOPAL foram menores que os resultados encontrados por Funichello et al. (2013),
que observaram aumento da duracao do periodo larval de C. includens quando os
insetos foram alimentados com a cultivar de algodoeiro transgénica NuUOPAL, com
média de 22,23 dias. Como os experimentos foram realizados no ano de 2011, ou
seja, dois anos antes dos resultados aqui apresentados, € possivel supor que a
espécie em questao, possa estar sofrendo selegéo para resisténcia a proteina Cry1Ac
presente na cultivar NUOPAL.

Adamczyk e Gore (2004), em ensaio de laboratério e campo nos EUA, testaram
cultivares de algodoeiro que expressavam diferentes proteinas toxicas, como Cry1Ac,
Cry1F e ambas as proteinas para controle de S. frugiperda e S. exigua, e verificaram
que aquelas que continham somente a proteina Cry1F foram mais eficientes que as
cultivares que expressavam Cry1Ac e Cry1Ac mais Cry1F. Segundo Sorgatto (2013),
isso ocorre porque as proteinas Cry1Ac e Cry1F, podem compartilhar o mesmo sitio
de acgao nas células da epiderme do trato digestivo de lagartas de noctuideos, e como
a proteina Cry1Ac é menos eficiente que a Cry1F para algumas espécies, estes

resultados ocorrem com mais frequéncia.
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Em relagdo a viabilidade da fase larval das lagartas alimentadas com as
diferentes cultivares de algodoeiro, constatou-se que a cultivar n&o transgénica FM
993 proporcionou maior sobrevivéncia as lagartas com 86%, diferindo
significativamente das demais cultivares que apresentaram viabilidade com cerca de
62% obtidos na cultivar transgénica NUOPAL e 71% de sobrevivéncia para as lagartas
alimentadas com sua isolinha convencional DeltaOPAL (Tabela 2).

O efeito da cultivar no comportamento e biologia dos insetos-praga é importante
para o desenvolvimento de estratégias eficientes dentro de um programa de Manejo
Integrado de Pragas, procurando-se manejar populagdes que sobrevivem a
tecnologia. Nesse sentido, Santos e Torres (2010) avaliaram a eficacia do algodao Bt
Bollgard® (Acala 90B) no controle de S. frugiperda e A. argillacea, e concluiram que a
proteina Cry1Ac ndo possui agado supressiva sobre S. frugiperda exibindo mortalidade
similar a sua isolinha nao-Bt, mas € eficaz no controle de A. argillacea. Costa et al.
(2011) também verificaram alta mortalidade de lagartas de 1° e 2° instares de A.
argillacea alimentadas com a cultivar transgénica NUOPAL, que expressa a proteina
Cry1Ac, porém segundo Funichello et al. (2013), essa toxina ndao vem causando
supressao de algumas populacgdes de lagartas de C. includens em algodao no Centro
Oeste do Brasil. Resultados semelhantes foram observados para C. includens no
presente trabalho, onde o efeito da cultivar transgénica NuOPAL (Bollgard I®)
controlou somente 38% da populagao de lagartas (Tabela 1).

A selecao de populagdes de insetos resistentes em condi¢gdes de laboratorio
tem mostrado uma rapida resposta de insetos-praga a pressdo de selegdo com
proteinas Bt, o que evidencia o potencial de evolucéo da resisténcia em condicbes de
campo (ALI; LUTTRELL; YOUNG, 2006; TABASHNIK et al., 2008). Essa resisténcia
ja foi verificada por Akin et al. (2011), onde observaram que em condigdes de campo,
nao houve diferenga na ocorréncia de C. includens em algodao convencional e em
algodao que expressa a proteina Cry1Ac.

Com relagdo ao peso médio das lagartas que estavam vivas aos 13 dias de
idade, nao foi observado diferengas significativas entre as lagartas alimentadas com
as cultivares avaliadas (Tabela 2). Estes resultados discordam dos obtidos por

Funichello et al. (2013), que verificaram que a cultivar FM 993 proporcionou maior
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meédia de peso para lagartas aos 12 dias de idade em relagao as cultivares transgénica

NuOPAL e sua isolinha convencional DeltaOPAL.

Tabela 2. Duragdo média £+ EP (dias) e viabilidade média (%) da fase larval, peso
médio + EP (g) de lagartas aos 13 dias de idade e duracdo média + EP (dias) do
periodo lagarta - adulto de Chrysodeixis includens alimentadas com folhas de
cultivares de algodoeiro comerciais transgénicas e nao transgénicas. Jaboticabal/SP,
2013.

Fase Larval Duragao

Viab. Lagarta — Adulto
Peso (g) (m = EP)'

(%) (m £ EP)

62 b 0,1288 £+ 0,010 a [62] 38,03 +0,07 ab [36]

Cultivar
Duragao (m % EP)

NuOPAL (Bollgard I®) 19,04 £ 0,22 a [62]

DeltaOPAL 18,86+0,16a[71] 71 b  0,1384+0,008a([71] 38,86+0,05 a [44]
FM 975 (WideStrike®)? - - - -

FM 993 18,58 +0,14a[86] 86 a 0,1477 £0,010a[86] 37,55+0,05 b [40]
Média 18,80 73,00  0,1383 38,18

Teste F 1,040 7,77 1,06 3,81*

CV (%) 7,71 59,58 5,65 5,79

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nido diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

ns N&o significativo; * Significativo a 5%; ** Significativo a 1% de probabilidade. 'Os dados de peso na fase larval
foram transformados V(x+0,5). 2 Os dados ndo foram submetidos a analise estatistica devido a 100% de
mortalidade no 1° instar. Valores que estao entre colchetes correspondem ao nimero de individuos [n].

A duragao média do periodo lagarta-adulto de C. includens variou de 37,55 a
38,86 dias, sendo a duragao média significativamente mais longa para as lagartas
alimentadas com a cultivar ndo transgénica DeltaOPAL em comparagao com a cultivar
nao transgénica FM 993 (Tabela 2). Esses resultados foram maiores que os obtidos
por Mitchell (1967), o qual verificou que a duragédo do periodo lagarta-adulto de C.
includens alimentadas com folhas de soja e de algodao variou de 26,5 a 31,7 dias,
respectivamente. No presente trabalho, este parametro nao foi estatisticamente
diferente entre as cultivares Bt e ndo Bt, verificando que a cultivar transgénica
NuOPAL nao prolongou o periodo lagarta-adulto.

Ao observar o periodo de duracdo da fase de pupa, constatou-se que as
lagartas que se alimentaram da cultivar ndo transgénica DeltaOPAL foram as que
apresentaram maior duracdo média com 7,28 dias, diferindo significativamente das
lagartas que se alimentaram da cultivar ndo transgénica FM 993, que apresentaram
menor duragao média 6,95 dias, enquanto que as lagartas alimentadas com folhas da
cultivar transgénica NuOPAL apresentaram duragdo média mais proxima da sua
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isolinha comercial (Tabela 3). Verificou-se também que a viabilidade pupal nao
apresentou diferengas significativas entre as cultivares, onde as lagartas que foram
alimentadas com a cultivar transgénica NUOPAL apresentaram viabilidade de 97%,
seguido de 98% para sua isolinha convencional DeltaOPAL e 100% de sobrevivéncia
para a cultivar ndo transgénica FM 993 (Tabela 3).

Considerando-se outro parametro bioldgico, a razdo sexual apresentou
diferencga significativa entre as cultivares, sendo 0,61 na cultivar transgénica NuOPAL
e 0,42 na sua isolinha DeltaOPAL, onde na cultivar transgénica se distanciou mais da
proporcdo entre os sexos, que € em torno de 1:1, apresentando com isso maior
numero de fémeas. Na cultivar convencional FM 993 a raz&o sexual foi de 0,43
(Tabela 3).

Tabela 3. Duragdo média + EP (dias) e viabilidade média (%) da fase de pupa, razéo
sexual e peso médio + EP (g) de pupas com 24 horas de Chrysodeixis includens
alimentadas com folhas de cultivares de algodoeiro comerciais transgénicas e nao
transgénicas. Jaboticabal/SP, 2013.

Fase de Pupa

Cultivar

Duragdao (m* EP) Viab. (%) Razao Sexual Peso (g) (m £ EP)*
NuOPAL (Bollgard I®) 7,14 £0,07 ab [62] 97 0,61 a [62] 0,2595 + 0,004 b [62]
DeltaOPAL 7,28+0,06a [71] 98 0,42 b [71] 0,2686 + 0,003 ab [71]
FM 975 (WideStrike®)? - - - -
FM 993 6,95+0,08 b[86] 100 0,43 b [86] 0,2759 + 0,003 a [86]
Média 7,10 98,60 0,49 0,2678
Teste F 5,84** 1,39ns 3,72* 5,86**
CV (%) 8,20 11,79 102,22 9,78

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

"s N&o significativo; * Significativo a 5%; ** Significativo a 1% de probabilidade.

'Os dados de peso na fase de pupa foram transformados V(x+0,5). 20s dados n&o foram submetidos & analise
estatistica devido & 100% de mortalidade no 1° instar. Valores que est&o entre colchetes correspondem ao niumero
de individuos [n].

Em relacido ao peso médio de pupas com 24 horas de formacao, foi constatado
diferenca significativa influenciada pelas cultivares, onde as lagartas que foram
alimentadas com a cultivar transgénica NUOPAL apresentaram significativamente
menor média de peso, enquanto que as lagartas alimentadas com a cultivar ndo
transgénica FM 993 apresentaram maior média de peso e as lagartas que

alimentaram-se da cultivar isolinha DeltaOPAL apresentaram peso semelhante a
cultivar transgénica NUOPAL (Tabela 3). Esses resultados corroboram os obtidos por
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Funichello et al. (2013), que constataram que a proteina toxica Cry1Ac afetou o peso
de pupas com 24 horas de idade, provavelmente pela influéncia negativa no
comportamento de alimentagcdo as lagartas refletindo em pupas de menor peso,
apesar de apresentarem altos indices de viabilidade ou sobrevivéncia.

Sayyed et al. (2003) hipotetizaram que a toxina inseticida de Bt produzida por
culturas transgénicas poderia ter efeitos nutricionais favoraveis, que aumentariam a
capacidade de consumo dessas culturas por insetos resistentes. Essa ideia foi
baseada no aumento do peso pupal de larvas resistentes de Plutella xylostella (L.)
alimentadas com discos de folhas tratadas externamente com a toxina Bt. No entanto,
outros estudos indicam que as culturas Bt tiveram efeitos adversos sobre insetos
resistentes (TABASHNIK; CARRIERE, 2004).

Os resultados obtidos para o periodo de pré-oviposicao das fémeas, indicam
que as mariposas que passaram a fase larval alimentando-se com a cultivar
transgénica NuOPAL tiveram periodo de 3,72 dias, ndo diferindo significativamente
do periodo da sua isolinha convencional DeltaOPAL, com 3,27 dias. As mariposas que
passaram a fase larval alimentando-se na cultivar convencional FM 993 apresentaram

significativamente menor periodo de pré-oviposi¢cao, com 2,45 dias (Tabela 4).

Tabela 4. Duracdo média + EP (dias) dos periodos de pré-oviposi¢cao, oviposicao e
pos-oviposicao de Chrysodeixis includens alimentadas na fase larval com folhas de
cultivares de algodoeiro comerciais transgénicas e nao transgénicas. Jaboticabal/SP,
2013.

Fase Adulta

Cultivar Pré-Oviposicido Oviposigao Pés-oviposigao

(m * EP) (m * EP) (m * EP)
NuOPAL (Bollgard I®) 3,72+ 0,07 a [18] 789+0,09 a [18] 0,28+0,04 a [18]
DeltaOPAL 3,27 £0,04 a [22] 8,13+0,07 a [22] 1,00£0,06 a [22]
FM 975 (WideStrike®)? - - -
FM 993 2,45+ 0,03 b[20] 825+0,06 a [20] 0,90+0,06 a [20]
Média 3,13 8,10 0,75
Teste F 8,62* 0,30ms 2,21ns
CV (%) 30,75 18,07 153,36

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
ns N&o significativo; ** Significativo a 1% de probabilidade. 2Os dados n&o foram submetidos a analise estatistica
devido a 100% de mortalidade no 1° instar. Valores que estdo entre colchetes correspondem ao numero de
individuos [n].
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Quando observado a duragao dos periodos de oviposi¢cao e pds-oviposicao, 0s
resultados obtidos nao diferiram significativamente entre as cultivares avaliadas. No
entanto, os resultados indicam que os individuos alimentados na cultivar transgénica
NuOPAL tiveram menor periodo de oviposigao e pds-oviposigcdo em relagao aqueles
alimentados nas cultivares DeltaOPAL e FM 993 (Tabela 4), portanto, menor
longevidade da fase adulta.

Para o parametro avaliado numero médio de ovos por fémea ndo observou-se
diferengas significativas proporcionadas pelas cultivares avaliadas, onde variou de
1360 ovos para mariposas que passaram a fase larval alimentando-se da cultivar FM
993, seguido de 1384,68 ovos para a DeltaOPAL e 1554 ovos para a cultivar
transgénica NUOPAL (Tabela 5).

Segundo Jost e Pitre (2002), em condigcbes de temperatura e umidade
favoraveis (usualmente em condigdes controladas de criagbes de laboratorio), cada
fémea pode ovipositar, em média, 700 ovos durante seu ciclo de vida. Segundo
Vazquez (1986) o numero total médio de ovos pode variar de 144 a 1953 ovos, sendo
que 80 a 90 % do total destes sao ovipositados até o sétimo dia.

Observando-se os dados obtidos do numero médio de ovos por dia de fémeas
de C. includens nas cultivares avaliadas, verificou-se os maiores picos de oviposi¢cao
entre o sexto e oitavo dia de vida das fémeas, com numeros médios diarios em torno
de 300 a 400 ovos (Figura 5).

Para as fémeas cujas lagartas se desenvolveram na cultivar transgénica
NUuOPAL e para sua isolinha convencional DeltaOPAL, observou-se picos de
oviposicao no sétimo dia. Entretanto o niumero médio de ovos/dia na cultivar Bt foi em
torno de 400 ovos diferindo da sua isolinha nao Bt, que apresentou nimero médio em
torno de 340 ovos. Entretanto as fémeas cujas lagartas se desenvolveram na cultivar
nao transgénica FM 993, observou-se que o pico de oviposigao ocorreu no sexto dia,
sendo o primeiro quando comparado com as demais cultivares avaliadas. Além disso,
observa-se que o numero médio de ovos por dia de C. includens na cultivar FM 993
aumentou em torno de 3 vezes do quinto para o sexto dia de oviposi¢cao, onde em

seguida gradativamente foi diminuindo.
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Mamero médio de Ovos/dia
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Nuopal DeltaOpal FM953

Figura 5. Numero médio de ovos por dia de Chrysodeixis includens alimentadas com
cultivares comerciais transgénica e nao transgénicas de algodoeiro. Jaboticabal/SP,
2013

Observando-se a viabilidade dos ovos, constata-se que ndo houve diferenca
significativa entre as cultivares, onde as porcentagens foram superiores a 80%. Nota-
se pelos dados que as fémeas cujas lagartas se desenvolveram na cultivar
transgénica NUOPAL nado foram afetadas (Tabela 5), apresentando indicios de
resisténcia a proteina inseticida Cry1Ac presente nesta cultivar.

Quanto a longevidade dos adultos, verificou-se que nao houve diferenga
significativa proporcionada pelas cultivares avaliadas. Observou-se que a longevidade
dos machos variou entre 13,55 a 14,91 dias para mariposas que passaram a fase
larval alimentando-se das cultivares convencionais FM 993 e DeltaOPAL,
respectivamente (Tabela 5).

Em relagéo a cultivar transgénica NUOPAL, a longevidade média dos machos
foi de 14,06 dias. Constatou-se que os machos foram mais longevos do que as
fémeas, onde a longevidade média das fémeas variou entre 11,75 a 12,27 dias e
também n&o diferiram significativamente entre as cultivares avaliadas (Tabela 5).
Esses resultados corroboram os de Mitchell (1967), que constatou que a longevidade
dos adultos € de aproximadamente 15 dias.
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Tabela 5. Numero médio + EP de ovos por fémea, viabilidade de ovos (%) e
longevidade média + EP (dias) de machos e fémeas de Chrysodeixis includens
alimentadas na fase larval com folhas de cultivares de algodoeiro comerciais
transgénicas e nao transgénicas. Jaboticabal/SP, 2013.

Cultivar N° médio ovos/fémea  Viab. ovos Longevidade

(m £ EP) (%) Machos Fémeas
NuOPAL (Bollgard I®)  1554,00 £ 28,87 a[18] 85,21a[18] 14,06 +0,13a[18] 11,89+ 0,06 a [18]
DeltaOPAL 1384,68 £ 22,35a[22] 84,96a[22] 14,9110,08a[22] 12,27 0,06 a [22]
FM 975 (WideStrike®)? -- - - --
FM 993 1360,00 £ 24,94 a[20] 84,03a[20] 13,55%0,09a[20] 11,75+ 0,08 a[20]
Média 1427,25 84,73 14,20 11,98
Teste F 0,92 0,11ns 2,56" 0,77ns
CV (%) 33,39 9,65 13,89 11,80

Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

ns N&o significativo; 20Os dados nZo foram submetidos a analise estatistica devido & 100% de mortalidade no
1°instar. Valores que estéo entre colchetes correspondem ao numero de individuos [n].

No presente estudo pode-se observar o baixo efeito da cultivar transgénica
NuOPAL nos parametros biolégicos de C. includens, mostrando a alta capacidade da
praga de resistir a acdo da proteina téxica Cry1Ac presente nas plantas. Em
contrapartida, a cultivar transgénica WideStrike®, que expressa a proteina tdxica
Cry1F além da Cry1Ac, apresentou uma alta eficiéncia no controle de C. includens,
porém se nao houver o manejo correto da resisténcia, parte de populagdes de insetos
poderdo apresentar maiores médias de sobrevivéncia a cada geragao e com isso
proporcionar a resisténcia as proteinas inseticidas presentes nessas cultivares.

Desse modo, estratégias para retardar a selegao de individuos resistentes a Bt
tem sido propostas, como utilizacdo de plantas transgénicas de alta dose, uso de
diferentes toxinas, a piramidacao de genes e o uso de areas de reflugio adequadas.

Além disso, € elevado o risco de populacdes de lagartas de C. includens nao
serem controladas pela toxina Cry1Ac expressa em variedades de algodao Bt e, mais
recentemente, na variedade de soja Bt, visto que essa preocupacao se deve a maior
exposicao de lagartas a mesma toxina de Bt, tanto em algoddo quanto em soja
(Cry1Ac), aumentando a pressao seletiva que favorece o predominio de insetos
resistentes a plantas que expressam a proteina Cry1Ac, podendo reduzir a vida util

de variedades de algodao e de soja que expressam esta toxina.



30

Portanto é importante uma discussdo para o planejamento do manejo de
populagcdes de diferentes espécies de lagartas resistentes para maximizar os
beneficios do algodao transgénico, prologando a vida util das proteinas inseticidas e

da tecnologia.
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5. CONCLUSOES

As proteinas Cry1Ac e principalmente Cry1F expressas na cultivar FM 975
(WideStrike®) afetam os parametros biolégicos suprimindo de maneira eficiente as
populagdes de C. includens;

A cultivar de algodoeiro transgénica NuOPAL (Bollgard I®) que expressa
somente a proteina Cry1Ac, n&o apresenta eficiéncia na supressao de lagartas de C.
includens, se comportando de modo similar a sua isolinha convencional DeltaOPAL;

A populagao de C. includens aumentou a tolerancia a proteina toxica Cry1Ac

presente na cultivar de algodoeiro NUOPAL (Bollgard 1®).
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