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BIOECOLOGIA DE Helicoverpa armigera (HUBNER) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) E SEU CONTROLE MICROBIANO E BIOTECNOLOGICO

Resumo geral: Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) é considerada uma
das mais importantes pragas da Agricultura mundial devido seu historico de grandes surtos
populacionais, dificuldade de controle e prejuizos. Essa espécie foi recentemente identificada
no Brasil atacando culturas como algodao (Gossypium hirsutum L.), feijjdo caupi (Vigna
unguiculata L.), feijjado comum (Phaseolus vulgaris L.), milheto (Pennisetum glaucum L.),
milho (Zea mays L.), soja (Glycine max (L.) Merrill), sorgo (Sorghum bicolor L.) e tomate
(Solanum lycopersicum L.). Visando minimizar os danos e buscar solugdes emergenciais de
controle, instituigdes publicas e privadas, grupos de pesquisas e entidades relacionadas ao
setor agricola se mobilizaram pelo pais e varias medidas emergenciais foram tomadas para o
manejo desta praga. Como o sucesso de programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP)
depende do conhecimento da biologia do inseto, estudar a bioecologia de H. armigera nas
diferentes culturas no Brasil ¢ essencial para entender seu ciclo biologico e dinamica
populacional nas culturas, bem como buscar por métodos alternativos ao quimico para o
controle da praga. Assim, o objetivo geral deste estudo foi avaliar algumas variaveis
relacionadas a bioecologia de H. armigera e seu controle microbiano e biotecnologico. Para
isso, foram desenvolvidos os seguintes estudos: Desempenho biologico de Helicoverpa
armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) em hospedeiros de importancia econdmica no
Brasil; Efeito da soja Bt sobre lagartas de Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera:
Noctuidae); Efeito do algoddo Bt sobre lagartas de Helicoverpa armigera (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae); Suscetibilidade de Helicoverpa armigera (Hibner) (Lepidoptera:
Noctuidae) a bioinseticidas formulados a base de Bacillus thuringiensis Berliner em soja. A
alimentacdo em folhas de soja, algodoeiro e feijoeiro permitiu o completo desenvolvimento de
H. armigera, demonstrando que essas culturas s3o plantas hospedeiras favoraveis a
manuten¢do das populacdes da espécie em campo, entrentato as folhas completamente
expandidas de milho e buva Conyza canadenses (L.) Cronquist foram as menos adequadas
para a sobrevivéncia das lagartas. A soja Bt afetou o tempo médio para os individuos
atingirem a morte ao longo dos instares, mas sua eficacia ndo foi afetada pela idade larval de
H. armigera causando mortalidade de 100% dos individuos em todos os seis instares
avaliados e indicando que a soja Bt que expressa a proteina Cryl Ac € uma tatica de controle
eficiente para este lepidoptero praga. As variedades de algodoeiros Bt DP 555BGRR®
(CrylAc), FM 975WS® (CrylAc + CrylF), DP 1228B2RF® (CrylAc + Cry2Ab2) e FM
940GLT® (CrylAb + Cry2Ae) apresentaram eficiéncia de controle sobre H. armigera, pois
afetaram a negativamente sobrevivéncia das lagartas. A utilizagao de eventos de algodao com
pelos menos duas proteinas de B, com mecanismos de acdo distintos, se mostrou mais efetiva
no controle dos instares larvais de H. armigera. De maneira geral, as toxinas de B.
thuringiensis dos produtos bioldgicos testados demonstraram ser mais eficientes no controle
de lagartas de segundo instar de H. armigera em relagdo ao quarto instar. Sendo assim, a
realizagdo das aplicagdes quando as lagartas estdo em estadios inicias, mais suscetiveis, sao
importantes, pois controlam de maneira mais eficaz os individuos evitando a sobrevivéncia e
interrompendo o ciclo da praga. Nossos resultados mostraram que o hospedeiro foi um fator
significativo afetando o desenvolvimento e a sobrevivéncia de H. armigera, contribuindo com
informagdes para entender a adaptagdo da espécie nas novas condigdes que se encontra, apos
sua introdu¢do no Brasil, e fornecem informagdes importantes sobre a suscetibilidade dos
diferentes instares larvais de H. armigera as plantas que expressam proteinas Bt e
formulacdes de Bz, bem como o efeito destas sobre os individuos sobreviventes, como
subsidios para taticas de MIP.

Palavras chave: Bacillus thuringiensis, biologia, instar, MIP, preferéncia hospedeira.



BIOECOLOGY OF Helicoverpa armigera HUBNER) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) AND ITS MICROBIAL AND BIOTECHNOLOGICAL CONTROL

Abstract: Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) is considered one of the
most important pests of agriculture because of its history of large population outbreaks,
control difficulties and great losses. This species was recently identified in Brazil attacking
crops such as cotton (Gossypium hirsutum L.), cowpea (Vigna unguiculata L.), commom bean
(Phaseolus vulgaris L.), pearl millet (Pennisetum glaucum L.), corn (Zea mays L.), soybean
(Glycine max (L.) Merrill), sorghum (Sorghum bicolor L.) and tomato (Solanum lycopersicum
L.). In order to minimize the damage and seek emergency solutions, public and private
institutions, research groups and entities related to the agricultural sector have mobilized the
country and several emergency measures were taken for the management of this pest. As the
success of Integrated Pest Management (IPM) programs depends on the pest biology
knowledge, study the bioecology of H. armigera in different cultures in Brazil is essential to
understand its life and dynamics cycle in cultures, and the search for alternative methods to
chemical for pest control. Thus, the aim of this study was to evaluate the bioecology of H.
armigera and its microbial and biotechnological control. So, the following projects were
developed: Comparative performance of cotton bollworm Helicoverpa armigera (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae) in hosts of economic importance in Brazil; Effect soybean Bt on
Helicoverpa armigera bollworm (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae); Cotton toxicity
expressing Cry proteins for different larval instars of Helicoverpa armigera (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae); Susceptibility of Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera:
Noctuidae) to biopesticides based on the Bacillus thuringiensis Berliner in soybean. The feed
on soybean, cotton and bean leaves allowed full development of H. armigera, demonstrating
that these crops are host plants favorable to maintain the populations of the species in the
field, while the fully expanded leaves of corn and Conyza canadenses (L.) Cronquist were
less suitable for the survival of H. armigera. Average time was affect for Bt soybean to the
individuals reach death over instar, but their effectiveness was not affected by H. armigera
larvae age, causing mortality of 100% of subjects in all six evaluated instars, indicating that
soybean Bt which expresses the CrylAc protein is an effective control tactic for this
lepidopteran pest. The varieties of cotton Bt DP 555BGRR®™ (CrylAc), FM 975WS® (CrylAc
+ CrylF), DP 1228B2RF® (CrylAc + Cry2Ab2) and FM 940GLT® (CrylAb + Cry2Ae)
showed control levels on H. armigera as affected survival of caterpillars. The use of cotton
event with at least two Bt proteins, with different mechanisms of action, was more effective in
controlling the larval instars of H. armigera. In general the toxins of B. thuringiensis of
biological products tested proved to be more efficient in larvae control second instar of H.
armigera in the fourth instar. Thus, the implementation of applications when the caterpillars
are in initial stages, more susceptible, are important because they control more effectively the
individuals preventing survival and interrupting the pest cycle. Our results showed that the
host was a significant factor affecting the survival and development of H. armigera,
contributing with information to understand the adaptation of species in new conditions, after
its introduction in Brazil, and provide important information about the susceptibility of
different larval instars of H. armigera, plants expressing protein B¢ and Bt formulations, as
well as the effect of these on the surviving individuals, such as subsidies for IPM tactics.

Key words: Bacillus thuringiensis, biology, instar, IPM, host preference.



Introducio geral

Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ referida como uma das
mais importantes pragas da Agricultura na Asia, Africa, Europa e Australia (Tay et al. 2013)
devido ao seu historico de grandes surtos populacionais, dificuldades de controle, resisténcia a
inseticidas e enormes prejuizos pelo Mundo (Alvi et al. 2012; Degrande & Omoto 2013). Essa
espécie polifaga causa danos em diferentes culturas de importancia econémica, como algodao
(Gossypium hirsutum L.), leguminosas em geral, sorgo (Sorghum bicolor L.), milho (Zea
mays L.), tomate (Solanum lycopersicum L.), dentre outras (Cpezak et al. 2013b; Embrapa
2013; Cunningham & Zalucki 2014).

No Continente Americano, a recente identificacdo de H. armigera gerou relatos de sua
ocorréncia em diferentes paises e culturas agricolas (Czepak et al. 2013a; Specht et al. 2013;
Senave 2013; Tay et al. 2013; Leite et al. 2014; Murta et al. 2014; Arneodo et al. 2015). Apos
a sua detec¢ao em paises da América do Sul, observou-se que a espécie apresenta grande
adaptabilidade, ampla distribui¢do geografica (Leite et al. 2014; Kriticos et al. 2015), elevada
taxa de reproducdo, capacidade de alimentar e se desenvolver em diferentes espécies
hospedeiras, o que resultou em perdas econdmicas significativas para a Agricultura, devido as
dificuldades encontradas para o controle eficaz da praga (Cpezak et al. 2013b).

No Brasil a praga foi recentemente identificada em 2013 (Czepak et al. 2013a; Specht
et al. 2013), mas de acordo com Sosa-Goémez et al. (2015) a introducdo de H. armigera no
Brasil provavelmente ocorreu antes de outubro de 2008, e em agosto de 2012 a espécie ja
estava presente desde o extremo sul (Rio Grande do Sul) até o extremo norte (Amapd) do
pais. Esse noctuideo que atinge grandes produtores e também a Agricultura Familiar vem
causando grandes preocupagdes ao setor agricola, pois coloca em risco a viabilidade das
culturas, devido: a falta de conhecimentos sobre as estratégias de manejo e controle da
mesma; plantio sucessivo de espécies vegetais hospedeiras (milho, soja e algodao) em areas
muito extensas e proximas, que contribuem para a disponibilidade de alimento para a praga ao
longo de todo o ano; e além disso, ha condigdes ambientais favoraveis ao seu
estabelecimento, com riscos para ao aumento no nimero de aplicagcdes de produtos quimicos
e consequentemente elevagao nos custos de manejo das culturas (Degrande & Omoto 2013).

Culturas de importancia econdmica para o Brasil como milho, algodao, soja (Glycine
max (L.) Merrill), feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.), feijdo caupi (Vigna unguiculata L.),
milheto (Pennisetum glaucum L.), sorgo e tomate estdo entre as culturas mais atacadas por H.
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armigera nos ultimos anos (Cpezak et al. 2013a, b; Specht et al. 2013; Leite et al. 2014;
Pratissoli et al. 2015). No Oeste Baiano estas lagartas atacaram a cultura do algodao,
causando perdas de até¢ 80% da producdo, severos danos em diferentes estagios da cultura e
dificuldades de manejo, por nao terem produtos registrados para o seu controle (Cpezak et al.
2013b).

Em 2013 acreditava-se que essa espécie exotica ja estava disseminada por 12 estados
brasileiros (Degrande & Omoto 2013). Visando minimizar os danos e buscar solugdes
emergenciais de controle, varias instituicdes publicas e privadas, grupos de pesquisas e
entidades relacionadas ao setor agricola se mobilizaram pelo pais. No inicio de 2013, o surto
inesperado de H. armigera levou o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) a declarar o problema como Emergéncia Fitossanitaria (PORTARIA N° 42, DE 5
DE MARCO DE 2013-MAPA BRASIL), sendo que varias medidas emergenciais foram
tomadas visando controlar o complexo das lagartas Helicoverpa spp. no Brasil (Cpezak et al.
2013b). A Embrapa também criou um plano de agdes emergenciais para o manejo integrado
de Helicoverpa spp. em areas agricolas para auxiliar os produtores inicialmente na tomada de
decisoes (Embrapa 2013).

Levando-se em consideracdo, a capacidade e a rapidez com que H. armigera causou
danos e se dispersou pelo Brasil, a ocorréncia em diferentes Estados brasileiros, as
dificuldades encontradas pelos produtores para o manejo desta praga nos cultivos, a queda na
produtividade agricola causada por este inseto e consequentemente os grandes prejuizos
observados, a busca por métodos para o controle dessa praga faz-se necessaria.

Nesse cendrio, o controle quimico ainda ¢ a principal tatica para o manejo de H.
armigera, porém nao ¢ a op¢ao mais indicada, pois a espécie € conhecida por desenvolver
rapidamente resisténcia a inseticidas quimicos (Kranthi et al. 2002; Torres-Vila et al. 2002;
Bués et al. 2005; Alvi et al. 2012). Assim, faz-se necessario o conhecimento da biologia dessa
espécie nas diferentes culturas no Brasil, para entender seu ciclo bioldgico, dindmica e buscar
métodos alternativos ao quimico para o controle dessa praga.

Entre os métodos de controle recomenda-se a aplicacdo de produtos a base da bactéria
Bacillus thuringiensis (Bt), bem como o cultivo de variedades Bt que sdo alternativas aos
inseticidas quimicos, uma vez que podem ser utilizadas no manejo de populacdes de H.
armigera (Embrapa 2013), e simultaneamente controlar o complexo de lepiddpteros pragas
nas culturas. Esse entomopatogeno apresenta propriedades inseticidas para o controle de H.
armigera (Bravo et al. 2011; Chelliah et al. 2011; Li & Bouwer 2014; Sebastiao et al. 2015),

de forma eficiente e ecologicamente correta (Santos Junior et al. 2009; Zhuang et al. 2011;
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Sanahuja et al. 2011). Porém, cita-se que a eficiéncia de controle de B. thuringiensis pode ser
afetada ao longo dos estadios de desenvolvimento larval de lepidopteros (Rausell et al. 2000;
Gonzalez-Cabrera et al. 2011), inclusive de H. armigera (Li & Bouwer 2012). Gonzalez-
Cabrera et al. (2011) e Aggarwal et al. (2006) relatam que insetos em instares avangados
comumente sdo mais tolerantes a toxinas de B, sendo essas mais eficientes sobre lagartas
pequenas (Sanahuja et al. 2011). No entanto, existem relatos conflitantes sobre a
suscetibilidade dos estadios larvais ao B. thuringiensis (Liao et al. 2002). De acordo com Li e
Bouwer (2012) e Sebastiao et al. (2015) a suscetibilidade de H. armigera as toxinas de B.
thuringiensis pode variar entre populacdes de diferentes paises e de origem geograficamente
distintas. Tornando assim essencial o conhecimento da suscetibilidade da espécie as toxinas

Bt para formulagao de estratégias de manejo (Babu et al. 2002).

Revisdo bibliografica

Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae)

O género Helicoverpa (Hardwick 1965) (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ composto por um
grupo de 18 espécies que inclui algumas das mais devastadoras espécies de lepidopteros
pragas agricolas (Behere et al. 2007 citando Mitter et al. 1993). A maioria das espécies deste
género apresenta habito extremamente polifago, sendo as lagartas relatadas em espécies de
plantas cultivadas e silvestres, incluindo Asteraceae, Fabeaceae, Malvaceae, Poaceae e
Solanaceae (Cunningham & Zalucki 2014). Dentre as principais espécies deste género
consideradas como praga de cultivos agricolas, H. armigera ¢ considerada a mais prejudicial
economicamente.

Lagartas de H. armigera sao referidas como uma das mais importantes pragas da
Agricultura na Asia, Africa, Europa e Australia (Tay et al. 2013) e conhecidas por seu
historico de grandes surtos, dificil controle e enormes prejuizos (Alvi et al. 2012; Degrande &
Omoto 2013). No Continente Americano, a espécie foi identificada primeiramente no Brasil
(Czepak et al. 2013a; Specht et al. 2013; Tay et al. 2013) e apos ter sido relatada nesse pais,
H. armigera também foi encontrada no Paraguai (Senave 2013), Argentina (Murua et al.
2014; Arneodo et al. 2015), Porto Rico (North American Plant Protection Organization 2014)
e mais recentemente nos EUA (Pest Alert 2015).

Essa espécie amplamente distribuida e polifaga foi relatada em 68 familias de plantas,
das quais apenas 14 familias sdo registradas como hospedeiras em todas as areas geograficas

(Cunningham & Zalucki 2014). H. armigera ¢ responsavel por causar danos a diferentes
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culturas de importancia econdmica, como o algoddo, leguminosas em geral, sorgo, milho e
tomate (Cpezak et al. 2013b; Embrapa 2013; Cunningham & Zalucki 2014). As lagartas
podem se alimentar de folhas e caules, no entanto, preferem brotos, flores e frutos (Czepak et
al. 2013b), podendo assim causar danos tanto na fase vegetativa como reprodutiva (Czepak et
al. 2013a). A espécie possui capacidade de entrar em diapausa facultativa no solo e ¢
conhecida por evoluir a altas intensidades de resisténcia a inseticidas (Alvi et al. 2012).
Mariposas adultas também demonstram alta mobilidade e fecundidade individual muito
elevada, o que contribui para a dispersdo e aumento das populagdes da espécie (Embrapa
2013).

De maneira geral, esta espécie apresenta ovos de coloragdo amarelo-claros, sendo
esses ovos colocados pelas fémeas de forma isolada sobre talos, flores, frutos e folhas,
preferencialmente no periodo noturno (Czepak et al. 2013b). O periodo larval ¢ composto por
seis instares (Czepak et al. 2013b) e pode variar entre 14 a 24 dias, dependendo do alimento
consumido (Razmjou et al. 2014) e condi¢des climaticas. A lagarta apresenta coloragdo
variando do verde, castanho, marrom ou preto com linhas laterais coloridas ou nao, sendo a
coloragdo das larvas determinada principalmente pela parte da planta na qual as larvas se
alimentam (Yamasaki et al. 2009). A céapsula cefélica de cor parda clara, as linhas finas nas
laterais do corpo, a presenca de pelos e a textura do tegumento, que apresenta aspecto
levemente coridceo, sdo detalhes caracteristicos da espécie (Czepak et al. 2013a). A partir do
quarto instar, devido a presenca de tubérculos abdominais escuros e visiveis as lagartas
apresentam, no primeiro segmento abdominal, o formato de “sela” (Czepak et al. 2013Db).

No final do ultimo instar, as lagartas vao para o solo onde ocorre a fase pupal e,
dependendo das condic¢des climaticas, podem entrar em diapausa (Czepak et al. 2013b). O
adulto apresenta acentuado dimorfismo sexual, nos machos o primeiro par de asas tem
coloragdo cinza esverdeado e nas fémeas pardo alaranjado, em ambos sobre as margens das
asas anteriores ocorre uma linha com sete a oito manchas e, logo acima, uma faixa marrom
ampla, irregular e transversal, tendo, ainda, na parte central, uma marca em forma de virgula.
As asas posteriores sao mais claras apresentando uma borda marrom escura na extremidade
apical (Czepak et al. 2013a; b). As fémeas apresentam uma alta fecundidade que pode variar
de acordo com o alimento consumido durante a fase larval (Hemati et al. 2013).

Bioecologia de Helicoverpa armigera
Conhecer a biologia de um inseto ¢ essencial para avaliar o desenvolvimento deste em
diferentes culturas e variedades de plantas, uma vez que a qualidade da planta hospedeira esta

intimamente ligada ao crescimento e ao desenvolvimento de insetos herbivoros (Liu et al.
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2010), pois em sistemas de policulturas podem haver plantas hospedeiras e ndo hospedeiras
(Altiere 1989).

Plantas com mecanismos de defesa por antibiose e nao-preferéncia podem afetar a
biologia de um artropode de forma leve a letal, diminuindo sua sobrevivéncia, dentre outros
efeitos subletais, e afetando sua ocorréncia e dindmica populacional (Lara 1991; Smith 2005;
Vendramim & Guzzo 2009; Aoyama & Labinas 2012). Casos de plantas hospedeiras nao
adequadas ao desenvolvimento de insetos resultam provavelmente da presenca de compostos
ndo nutricionais, como alomoénios, volateis ou caracteristicas morfologicas de certas
variedades que dificultam a alimenta¢do pelo inseto, alterando assim suas caracteristicas
biologicas e atuando entdo no controle das pragas (Awmack & Leather 2002; Parra et al.
2009).

Algumas caracteristicas estruturais da morfologia das plantas (Aoyama & Labinas
2012), além da textura e consisténcia da epiderme da planta, e os apéndices ou formacdes nela
encontrados podem dificultar ou impedir alimentagdo das lagartas de primeiro instar e afetar
negativamente sua sobrevivéncia, dentre outros efeitos subletais, atuando como mecanismos
de defesa contra a herbivoria (Lara 1991; Vendramim & Guzzo 2009; Aoyama & Labinas
2012).

Em H. armigera a variacao dos hospedeiros disponiveis pode interferir em seu ciclo de
desenvolvimento (Hemati et al. 2013; Razmjou et al. 2014). Em estudo recente Carvalho et al.
(2014) relatam a inadequagao de folhas de milho e buva, Conyza canadenses (L.) Cronquist,
para H. armigera completar seu ciclo biologico. Smith (2005) também cita relato de fatores
de resisténcia do grdo de bico, Cicer arietinum L., para H. armigera.

Testes sobre o efeito de diferentes variedades de soja no desenvolvimento de H.
armigera, comprovaram que algumas variedades ndo sdo hospedeiras adequadas para a
espécie (Naseri et al. 2011). Liu et al. (2010) também relatam que diferentes plantas
hospedeiras afetam o tamanho das larvas e pupas e podem influenciar também na ocorréncia
de diapausa em H. armigera. Resultados de McCallum et al. (2011), por exemplo,
demonstram que volateis emitidos pelas plantas podem afetar o desenvolvimento reprodutivo
desta mariposa.

Controle de Helicoverpa armigera

Dentre os métodos de controle, as aplicagcdes de inseticidas quimicos tém sido
amplamente utilizadas e sdo atualmente indispensaveis para o controle da lagarta H. armigera
em varias culturas (Torres-Vila et al. 2002; Alvi et al. 2012). Todavia, o controle quimico nao

¢ o método mais recomendado, sob o ponto de vista do Manejo Integrado de Pragas (MIP),
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uma vez que, varios trabalhos realizados em outros paises, como India, Espanha e Franga,
comprovaram a capacidade de evolugdo a resisténcia da espécie aos inseticidas quimicos
(Kranthi et al. 2002; Torres-Vila et al. 2002; Bués et al. 2005; Alvi et al. 2012).

Os impactos ao ambiente e o desenvolvimento de resisténcia resultantes da utilizagao de
produtos quimicos para o controle de lepidopteros-praga vém aumentando o interesse em
buscar-se formas alternativas para o controle de pragas, dentre elas o controle bioldgico com a
bactéria B. thuringiensis (Pereira et al., 2009; Sebastido et al., 2015). O uso da bactéria B.
thuringiensis para controle de H. armigera (Embrapa 2013) ¢ indicado, uma vez que este
entomopatogeno apresenta propriedades inseticidas para o controle desta espécie (Bravo et al.
2011; Chelliah et al. 2011; Li & Bouwer 2014; Sebastido et al. 2015) e de outras lagartas
(Pereira et al. 2009; Pérez-Guerrero et al. 2012), de forma eficiente e ecologicamente correta
(Santos Junior et al. 2009; Zhuang et al. 2011; Sanahuja et al. 2011).

Bacillus thuringiensis Berliner (Bacillaceae)

Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner ¢ uma bactéria de solo, gram-positiva esporulante,
que pertence a familia Bacillaceae (Morse et al. 2001; Chandrashekar et al. 2005; Pigott &
Ellar 2007; Pereira et al. 2009; Sanahuja et al. 2011). Essa bactéria pertence ao grupo B.
cereus que contém B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides ¢ B.
weihenstephanensis (Pigott & Ellar 2007; Sanahuja et al. 2011).

Esse entomopatdgeno vem sendo utilizado desde os anos 50, do século 20, através de
pulverizacdo de seus esporos e cristais sobre plantas (Avilla et al. 2005), pois é patogénico
para algumas ordens de insetos (Morse et al. 2001; Chandrashekar et al. 2005; Pigott & Ellar
2007; Sanahuja et al. 2011). O Bt pode ser facilmente distinguido dos outros membros do
grupo B. cereus pela producdo de toxinas inseticidas proteicas sob a forma de corpos de
inclusdo ou cristais em esporulagdo (Pigott & Ellar 2007; Sanahuja et al. 2011).

Cada toxina de Bt reconhece especificamente e se liga aos receptores do intestino do
inseto, formando poros na membrana que perturbam a permeabilidade seletiva das células e,
eventualmente, causam a lise de células epiteliais e morte do inseto (Chandrashekar et al.
2005). Apds ingestdo, quando ativadas, estas toxinas, além de outros fatores de viruléncia,
enfraquecem ou matam os insetos e permitem a germinagao dos esporos de B. thuringiensis.
O tipo e o numero de diferentes protoxinas nas inclusdes cristalinas de B. thuringiensis
determinam o perfil de toxicidade de uma determinada estirpe (Pigott & Ellar 2007). A
toxicidade do Bt pode variar conforme a toxina Cry, a espécie de inseto (Ibargutxi et al. 2008)
e o estadio de desenvolvimento larval (Li & Bouwer 2012). Além desses fatores a

suscetibilidade da praga a toxinas de B. thuringiensis também pode variar entre populagdes
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diferentes, e uma mesma proteina pode apresentar maior ou menor letalidade dependendo da
populacao testada (Sebastido et al., 2015).

As toxinas Cry de Bt sdao agrupadas em classes e possuem atividades inseticidas
especificas, principalmente para insetos das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera e
algumas sdo citadas afetando nematoides (Chandrashekar et al. 2005; Pigott & Ellar 2007;
Sanahuja et al. 2011).

Modo de a¢ao das toxinas de B. thuringiensis.

No inicio da esporulagdo, o Bf sintetiza uma grande quantidade de proteinas com agao
toxica (Polanczyk & Alves 2003). Essas proteinas acumuladas nos esporos formam inclusdes
cristalinas responsaveis pela toxicidade da espécie, e por isso sdo denominadas proteinas Cry,
crystal, (também conhecidas como proteinas do cristal ou delta-endotoxinas) (Sanahuja et al.
2011).

As proteinas Cry de Bt sdo produzidas como protoxinas que podem ser convertidas em
toxinas ativas mediante a ingestdo por um inseto suscetivel (Sanahuja et al. 2011; Li &
Bouwer, 2014). O Bt ¢ quase que exclusivamente ativo contra estagios larvais de ordens
diferentes de insetos e mata o inseto através da ligacao e a criagdo de poros em membranas do
intestino, que provocam a lise celular produzindo um choque osmotico, e resultam na
destrui¢cdo do tecido do intestino médio seguido por septicemia (Bravo et al. 2011). A analise
das visceras de lagartas alimentadas com alimentos contaminados com Bt revelou a ruptura
das células epiteliais do intestino médio das lagartas logo apds a ingestdo dos cristais, seguida
por lise celular e inchago. O conteudo do intestino (incluindo esporos bacterianos) foi assim
liberado na cavidade do corpo, permitindo que as bactérias se reproduzissem (Sanahuja et al.
2011).

De acordo com Sanahuja et al. (2011), a acdo do Bt no intestino dos insetos depende da
ativacdo das toxinas inseticidas durante o processo patogénico, mas estas bactérias também
produzem uma variedade de fatores de viruléncia que contribuem para a morte dos insetos
(revisado em Bravo et al.,, 2011). Para que as toxinas Bt sejam ativadas no intestino ¢
necessario um ambiente alcalino e presenga de proteases especificas que clivam a pro-toxina
indcua. Ao serem ativadas por protedlise, cada toxina se liga a receptores especificos da borda
da membrana resultando na formagdo de uma estrutura oligomérica de pré-inser¢ao de poro,
promovendo a abertura de poros e interrompendo o movimento de solutos através do epitélio
intestinal (Sanahuja et al. 2011).

Uma das caracteristicas importantes das proteinas Cry ¢ a especificidade ao hospedeiro

(revisado em Bravo et al. 2011). O requisito para as condi¢des alcalinas, as proteases
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especificas de receptores especificos sdo fatores que explicam porque o Bt ¢ inofensivo para
os mamiferos (que tém um intestino acido e ndo possuem o0s receptores correspondentes) e
por que cada toxina tem uma estreita gama de hospedeiros (Sanahuja et al. 2011).

Toxinas Cry: bioinseticidas e plantas Bt

A crescente utilizagdo do B. thuringiensis, durante varias décadas, se deve a
especificidade em relacdo ao hospedeiro e a sua eficacia no controle de pragas (Morse et al.
2001; Polanczyk & Alves 2003; Chandrashekar et al. 2005; Van Frankenhuyzen 2009; Santos
Junior et al. 2009; Sanahuja et al. 2011; Zhuang et al. 2011).

Segundo Van Frankenhuyzen (2009), a importancia do B. thuringiensis resultou em um
total de 59 holdtipos de toxinas testadas contra 71 espécies de insetos em 1182 bioensaios.
Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) foi a espécie mais frequentemente testada
(9,8% de bioensaios total), seguida por Spodoptera exigua (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae)
(8,7%), Heliothis virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) (6,4%), Manduca sexta (L.)
(Lepidoptera: Sphingidae) (5,9%), Trichoplusia ni (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) (5,3%),
Ostrinia nubilalis (Hiibner) (Lepidoptera: Pyralidae) (5,1%), H. armigera (4,8%),
Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) (4,0%) e Bombyx mori L. (Lepidoptera:
Bombycidae) (3,9%). A familia mais frequentemente testada foi Noctuidae (44% do total de
bioensaios), seguida por Pyralidae (12,2%), Plutellidae (9,8%), Tortricidae (8,8%),
Sphinghidae (5,9%), Lymantridae (4,0%), Gelechidae (2,5%) e Bombycidae (3,9%).

Diferentes linhagens de Bt produzem diferentes tipos de toxina e cada uma delas afeta
um grupo taxondmico estreito de insetos, o que motivou a utilizagdo destas como inseticidas
para proteger as culturas (Sanahuja et al. 2011). Produtos B¢ foram desenvolvidos para o
controle de insetos na agricultura e também contra espécies de dipteros. Essas formulagdes
comerciais de Bt geralmente contém um multiplo de proteinas toxicas (Bird & Akhurst 2007)
e essa associacdo de toxinas aumenta sua eficiéncia devido ao sinergismo entre essas (Avilla
et al. 2005), uma vez que a mistura de diversas proteinas Cry apresenta maior atividade do
que as proteinas isoladas, resultando em um bom controle de pragas.

As proteinas Cry presentes nas formulacdes de bioinseticidas a base de Bt sdo relatadas
como toxicas as lagartas de H. armigera (Liao et al. 2002; Bravo et al. 2011; Chelliah et al.
2011; Sebastido et al. 2015). A maioria dos produtos a base de Bt baseia-se em preparacdes de
esporos-cristais derivadas de algumas estirpes selvagens, tais como B. thuringiensis var.
kurstaki (Btk) HD1 que expressa proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e Cry2Aa ou HD73 que
produz CrylAc e B. thuringiensis var. aizawai (Bta) HD137 que produz diferentes toxinas

Cry, tais como CrylAa, CrylB, CrylCa e CrylDa (Bravo et al., 2011). Essa combinacao
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esporo-cristal presente nas formulagdes também pode apresentar efeito sinérgico (Avilla et al.
2005) promovendo o aumento da toxicidade de B. thuringiensis € em alguns casos resultando
no aumento da mortalidade larval (Chandrashekar et al. 2005).

Produtos formulados a partir de Bt apresentam uma baixa persisténcia no ambiente, o
que do ponto de vista ambiental ¢ muito vantajoso, pois os tornam uma forma de controle
ecologicamente correta (Chandrashekar et al. 2005; Pereira et al., 2009; Sanahuja et al. 2011).
Assim, normalmente Bt ¢ aplicado quando as larvas estdo em seus instares iniciais, pois larvas
em estagios avancados sdo relatadas como mais tolerantes (Bird & Akhurst 2007; Sanahuja et
al. 2011; Li e Bouwer 2012). O Bt persiste durante apenas alguns dias na superficie da folha,
pois a luz UV, o tempo, o ambiente da superficie da folha e a presenga de proteases podem
contribuir para a degradagdo das proteinas Cry (Sanahuja et al. 2011).

O Bt além de ser amplamente utilizado em formulagdes comerciais, bioinseticidas para
controlar lepiddpteros pragas agricolas, os seus genes cry vém sendo expressos em plantas
transgénicas, especialmente algodao, milho (Elleuch et al. 2014) e mais recentemente em soja
(Formentini et al. 2015).

As protéinas Cry de Bt pertencem a uma classe de toxinas de bactérias conhecidas como
toxinas formadoras de esporos, que sdo secretadas como proteinas soliveis em agua e sofrem
alteragdes conformacionais a fim de inserir-se na membrana de seus hospedeiros, o que
permite a introducdo de seus genes em plantas transgénicas proporcionando uma forma eficaz
de controlar insetos pragas na Agricultura (Bravo et al. 2011). A toxina Bt ¢ expressa em dose
alta na planta com elevada persisténcia durante todo o ciclo da cultura (Formentini et al.
2015).

As variedades de plantas Bt sdo alternativas aos inseticidas quimicos para o controle de
H. armigera, uma vez que podem ser utilizadas no manejo de populacdes da espécie
(Embrapa 2013), e simultaneamente controlar um complexo de lepidopteros pragas nas
culturas. A espécie H. armigera € o alvo principal do algoddo Bt em paises como a China
(Ouyang et al 2011; Wan et al. 2012). Além das plantas Bt causarem a mortalidade de H.
armigera (Arshad et al. 2009), Ouyang et al. (2011) sugerem que uma dieta de algodao Bt
enfraquece a preparagdo da lagarta para hibernagdo e reduz a sobrevivéncia da geracdo de
hibernagdo, o que por sua vez pode reduzir a densidade da primeira geracao no ano seguinte,
sendo que os efeitos do algoddo Bf na geracao de hibernagdo desta lagarta parecem contribuir
de forma significativa para a supressao da praga.

A expressao de certas toxinas Cry em culturas transgénicas vem sendo vantajosa e

benéfica para a Agricultura, contribuindo para um eficiente controle de insetos-pragas,
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resultando em rendimentos mais elevados, redugdo do uso de pesticidas quimicos e

combustiveis fosseis (Bravo et al. 2011; Sanahuja et al. 2011).
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Objetivo geral

Conhecer as variaveis relacionadas a bioecologia de Helicoverpa armigera (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae) em diferentes hospedeiros e seu controle microbiano e

biotecnoldgico. Para isso, foram desenvolvidos os seguintes estudos:

Manuscrito 1. Desempenho biologico de Helicoverpa armigera (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae) em hospedeiros de importancia econdmica no Brasil.

Manuscrito 2. Efeito da soja Bt sobre lagartas de Helicoverpa armigera (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae).

Manuscrito 3. Efeito do algodao Bt sobre lagartas de Helicoverpa armigera (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae).

Manuscrito 4. Suscetibilidade de Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera:

Noctuidae) a bioinseticidas formulados a base de Bacillus thuringiensis Berliner em soja.

18



Hipoteses

1. A variabilidade de hospedeiros afeta a biologia de H. armigera.

2. A soja Bt causa sobrevivéncia diferencial entre os diferentes instares da lagarta H.
armigera.

3. Diferentes algodoeiros que expressam proteinas Cry de Bt afetam a sobrevivéncia dos
diferentes instares da lagarta H. armigera.

4. Os produtos formulados a base Bt afetam a sobrevivéncia dos diferentes instares da

lagarta H. armigera.
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MANUSCRITO 1

Desempenho biologico de Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera:

Noctuidae) em hospedeiros de importancia economica no Brasil

(De acordo com as normas do periddico “Journal of Pest Science”, com adaptagdes para as

normas de “Redacdo de Tese” da Universidade Federal da Grande Dourados)
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Desempenho biologico de Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) em

hospedeiros de importancia econdmica no Brasil

Resumo O efeito do algodoeiro, feijoeiro, milho, soja, buva e uma dieta artificial de criacao
em laboratério (testemunha), sobre o desempenho da lagarta Helicoverpa armigera (Hubner)
(Lepidopetara: Noctuidae) foi testado em condi¢des de laboratorio (25 + 2°C, 70 + 10% UR e
fotofase de 12 horas). A alimentagdao em folhas de soja, algodoeiro e feijoeiro permitiu o
completo desenvolvimento (ovo—adulto), demonstrando que essas culturas sdo plantas
hospedeiras favordveis a manutengdo da populacdo de H. armigera em campo. As folhas de
milho e buva foram inadequadas para a sobrevivéncia de H. armigera, nas quais ocorreu
100% de mortalidade dos individuos na fase larval. Quando as lagartas de H. armigera sao
alimentadas com o meristema do cartucho do milho, elas conseguem completar o estigio
larval, se desenvolvem e se reproduzem. J4 em buva, as lagartas se mantém vivas
temporariamente, porém ndo se desenvolvem normalmente, evidenciando que a buva atue
apenas como um hospedeiro temporario para a espécie, em periodos que seus hospedeiros
preferenciais e adequados, como soja, algodoeiro e feijoeiro, ndo estiverem disponiveis.
Assim, o controle das plantas de buva, principalmente nos periodos de entressafra, ¢ essencial
para a quebra do ciclo da praga e diminuicdo da populagdo de H. armigera em campo. Os
resultados mostraram que o hospedeiro foi um fator significativo, afetando o desenvolvimento
e a sobrevivéncia de H. armigera, contribuindo com informagdes para entender a adaptagao
da espécie nas novas condi¢des que se encontra, apos sua introdugdo no Brasil, e fornecendo

subsidios para programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP).

Palavras-chave Conyza canadenses - Glycine max - Gossypium hirsutum - Phaseolus

vulgaris- preferéncia hospedeira - Zea mays

Introducio

Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ conhecida por seu
historico de grandes surtos, dificuldade de controle e enormes prejuizos pelo Mundo (Alvi et
al. 2012; Degrande e Omoto 2013), pois € polifaga e relatada como responsavel por causar

danos a diferentes culturas de importancia econdmica (Cunningham e Zalucki 2014).
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Esta espécie é referida como uma das mais importantes pragas da Agricultura na Asia,
Africa, Europa e Australia (Tay 2013). Recentemente a espécie foi identificada no Continente
Americano, com sua ocorréncia relatada em varias regioes e estados brasileiros, resultando
em perdas econdmicas significativas em cultivos de soja (Glycine max (L.) Merrill), algodao
(Gossypium hirsutum L.), milho (Zea mays L.), entre outras culturas (Czepak et al. 2013a;
Embrapa et al. 2013; Specht et al. 2013; Leite et al. 2014; Sosa-Gémez et al. 2015). Em
condigdes brasileiras a espécie apresenta grande capacidade de adaptagdo, com elevado
crescimento populacional, distribuicdo ampla em diferentes regides e capacidade de se
alimentar e desenvolver em diferentes espécies hospedeiras (Cpezak et al. 2013b; Embrapa et
al. 2013).

A sucessao de cultivos ao longo do ano, que ocorre na paisagem agricola do Brasil,
aliada a alta polifagia de H. armigera, pode contribuir para o aumento da densidade
populacional da espécie, uma vez que essa sucessdo mantém uma disponibilidade continua de
hospedeiros cultivados em diferentes épocas do ano, além das plantas ndo cultivadas presentes
nos agroecossistemas, o que pode favorecer a sobrevivéncia e viabilizar a permanéncia da
espécie em campo ao longo de todo o ano. Porém, ¢ importante ressaltar que a variacao dos
hospedeiros disponiveis pode interferir no ciclo de desenvolvimento de H. armigera
(Razmjou et al. 2014), pois em sistemas de policulturas podem haver plantas hospedeiras e
ndo hospedeiras (Altieri 1989). Plantas com mecanismos d podem afetar a biologia de um
artropode de forma leve a letal, diminuindo sua sobrevivéncia, dentre outros efeitos subletais
e afetando sua ocorréncia e dinamica populacional (Lara 1991; Smith 2005; Vendramim e
Guzzo 2009; Aoyama e Labinas 2012).

Assim, frente aos relatos da ocorréncia de H. armigera em algodoeiro, feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.), milho, soja e buva, (Conyza canadenses (L.) Cronquist), no Brasil, ¢
importante entender como essas plantas integrantes do sistema de producao podem influenciar
no desempenho, ocorréncia, ataque e dindmica populacional dessa espécie nas areas de
produgdo, uma vez que, conforme preconiza o Manejo Integrado de Pragas (MIP), a tomada
decisdo de controle deve levar em consideragao o conhecimento basico da biologia do inseto
na planta hospedeira (Santos et al. 2005) e a espécie H. armigera parece apresentar
adaptacdes localizadas no uso de plantas hospedeiras conforme as diferentes regides
geograficas (Cunningham e Zalucki 2014).

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de folhas de diferentes plantas

hospedeiras (algodoeiro, feijoeiro, milho, soja € buva) e uma dieta artificial (testemunha),
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sobre o desempenho da lagarta H. armigera visando contribuir para a melhoria do sistema de

MIP dessa espécie.

Material e Métodos

Cultivo de plantas

As plantas de algodoeiro (cultivar DeltaOpal®), feijoeiro-preto, milho (hibrido
Roundup Ready 2™ - DuPont Pioneer) e soja (variedade BMX Poténcia RR) foram
cultivadas, sem inseticidas, sob condi¢des de campo na area experimental do Laboratorio de
Entomologia Aplicada da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD), no municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil, seguindo
todas as recomendagdes para as culturas, exceto o uso de inseticidas.

As folhas e o apice caulinar de buva foram coletadas em plantas que ocorrem de forma
espontanea em areas, livres de controle quimico, na regido de Dourados.
Multiplicacio de insetos

A criacdo de H. armigera foi estabelecida a partir de lagartas coletadas em
agroecossistemas de soja, em Siao Gabriel do Oeste, MS, em novembro de 2014 e
identificadas pela técnica de PCR-RFLP (Behere et al. 2008). As lagartas foram mantidas em
potes plasticos de 100 ml, e alimentadas com dieta artificial a base de feijao, germe de trigo e
farelo de soja (Greene et al. 1976) até¢ atingirem o estddio de pupa. As pupas foram
acondicionadas em placas de Petri contendo vermiculita. Apds a emergéncia, os adultos foram
mantidos, em sala climatizada [25 + 2°C, umidade relativa do ar (UR) de 70 + 10% e fotofase
de 12 horas], em tubos de PVC (15 cm de diametro e 22 cm de altura) cobertos na parte
inferior com uma placa de Petri e na parte superior com tecido tule, e revestidos internamente
com folhas de papel sulfite A4 como substrato de oviposi¢cdo. Para alimentagdo, ofertou-se
uma solugdo de mel a 10% embebida em algodao que foi colocado na parte superior sobre o
tecido tule. Os ovos depositados no papel e no tecido tule foram transferidos para sacos
plésticos (2 Kg) previamente umedecidos com agua destilada. A troca do alimento e retirada
das posturas foram feitas diariamente.
Experimentos

Para realizagdo dos experimentos utilizou-se ovos da 2° postura da primeira geragao de
laboratorio, visando evitar os potenciais efeitos de endogamia e seleg¢ao (tal como a sele¢ao de

fémeas que mostram pouca discriminagdo para sitios de oviposicdo e larvas que se
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desenvolvem melhor em dietas artificiais) que ocorrem na popula¢do apds varias geracdes
criadas em laboratério (Cunningham e Zalucki 2014).

Os alimentos testados foram folhas completamente expandidas de algodoeiro, folhas
de feijoeiro, folhas de milho, folhas de soja, folhas de buva e dieta artificial (testemunha)
ofertadas as lagartas neonatas. Devido a elevada mortalidade das lagartas neonatas
alimentadas com folhas completamente expandidas de milho e de buva, dois bioensaios
adicionais foram realizados: o primeiro com lagartas neonatas de H. armigera alimentadas
com o meristema do cartucho de milho (MCM) e apice caulinar da buva e o segundo com
lagartas que apenas no quarto instar (até nove dias de vida foram alimentadas com folhas de
soja) iniciaram alimenta¢do em folhas completamente expandidas de milho e buva, visando
testar se a textura do alimento e a idade das lagartas iriam influenciar o desenvolvimento e
sobrevivéncia larval.

Foram individualizadas 50 lagartas, recém-eclodidas, para cada alimento testado, em
potes plasticos de 100 ml forrados com papel filtro. Os alimentos foram trocados a cada dois
dias ou conforme consumo (exceto para a dieta artificial) até a fase de pré-pupa, periodo em
que as lagartas cessam a alimentagdo. Para os bioensaios adicionais cada tratamento foi
formado por 40 repetigdes.

Vinte quatro horas apds a observag¢do das pupas, elas foram pesadas em balanca
analitica e acondicionadas em potes plasticos de 100 ml contendo vermiculita.

Para avaliacdo do desenvolvimento das fases imaturas de H. armigera, nos
tratamentos utilizados, as varidveis bioldgicas medidas foram: duracao (dias) e sobrevivéncia
(%) das fases imaturas, biomassa de pupas (médio e por sexo).

Para avaliacdo da influéncia dos tratamentos sobre a biologia dos adultos, foram
formados 10 casais de acordo com a data de emergéncia e sobrevivéncia dos respectivos
tratamentos nas fases imaturas. Os casais de adultos foram acomodados em gaiolas de tubos
de PVC (10 cm de diametro e 15 cm de altura) e mantidos nas mesmas condi¢des da criacao.
As folhas de papel A4, o tecido tule e o algoddo contendo os ovos foram removidos e
contados diariamente, e os ovos acondicionados em sacos plasticos até a eclosao das lagartas.
A viabilidade dos ovos foi feita através do registro da eclosdo das larvas, durante todo o
periodo de oviposigao.

Para avaliar o desempenho reprodutivo de H. armigera, as variaveis biologicas
consideradas foram: fecundidade (diaria e total), viabilidade dos ovos, periodo de incubagao,

longevidade (macho e fémea), periodo de pré-oviposi¢ao e oviposi¢ao.
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O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, sendo os dados submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro Wilk (p>0.05). Como os dados ndo alcangaram a
normalidade, estes foram submetidos ao teste de Kruskal Wallis (5%) para comparar os
diferentes tratamentos. Um modelo de regressao polinomial foi utilizado para a avaliacdo do
comportamento de oviposicdo das fémeas ao longo do tempo. Para os experimentos
adicionados foi realizado o teste de Mann Whitney (5%). O niimero de repeti¢des ao longo
dos estudos variou conforme a sobrevivéncia do inseto em cada tratamento. Quando avaliada

a sobrevivéncia, consideraram-se grupos de cinco individuos como uma repetigao.

Resultados

O periodo de incubagdo dos ovos ndo foi influenciado pelos tratamentos avaliados
(Tabela 1). Quando alimentada com folhas completamente expandidas de milho e buva, H.
armigera nao completou o desenvolvimento larval, vivendo em média 6,2 e 23,5 dias,
respectivamente. Nos demais tratamentos, o periodo larval foi menor em dieta artificial (15,5
dias) e o maior em folhas de feijoeiro (20,2 dias), com valores intermediarios em folhas de
algodoeiro e folhas de soja, as quais ndo diferiram significativamente entre si (Tabela 1).

Nos tratamentos que permitiram com que H. armigera completasse o desenvolvimento
larval, a duracdo média da fase de pré-pupa diferiu significativamente apenas entre a dieta
artificial e folhas de feijoeiro (Tabela 1). A duracdo média de pupas oriundas de soja,
algodoeiro e feijoeiro nao diferiu estatiscamente e foi menor que a duracdo das pupas
oriundas da dieta artificial. A biomassa das pupas de H. armigera foi afetada pelos
tratamentos propostos, havendo diferencas estatisticas na biomassa média, de machos e de
fémeas (Tabela 1). A biomassa média das pupas variou de 381,5 mg em dieta artificial a 221,
6 mg em feijoeiro, ndo sendo observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos folhas de
soja e folhas de algodoeiro.

A sobrevivéncia das fases de larva, pré-pupa e pupa foi afetada significativamente
pelos tratamentos (Figura 1). A sobrevivéncia larval de H. armigera foi afetada quando
mantida em folhas de milho e buva, nas quais ocorreu 100% de mortalidade dos individuos
(Figura 1). Em dieta artificial e soja a sobrevivéncia das lagartas e pré-pupas foi maior em
relagdo ao feijoeiro. O algodoeiro apresentou valores intermedidrios de sobrevivéncia nao
diferindo dos demais tratamentos. Na fase de pupa, apenas a soja e o feijoeiro diferiram entre
si, sendo que esses tratamentos apresentaram as maiores (86%) e menores (58%)

porcentagens de sobrevivéncia, respectivamente (Figura 1).
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O tempo médio de sobrevivéncia das lagartas de 4° instar, quando alimentadas com
folhas completamente expandidas de milho e buva, foi maior em buva, 13,4+1,36 dias, que
em milho, 4,2+0,52 dias, porém as lagartas ndo completaram o estddio larval em nenhum
desses tratamentos. A mortalidade de 100% dos individuos ocorreu aos 15 dias em milho e
aos 27 dias em buva (Figura 2).

Em relagdo as lagartas neonatas alimentadas com MCM e 4apice caulinar da buva,
apenas o MCM permitiu que as lagartas completassem o desenvolvimento larval e
possibilitou o desenvolvimento e a reproducao de H. armigera (Tabela 2), enquanto que o
apice caulinar da buva ocasionou a mortalidade de 100% dos individuos, aos 36 dias, antes
que completassem a fase larval (Figura 3).

Nao houve diferenca significativa para as varidveis longevidade de machos e fémeas,
periodo de oviposi¢do, fecundidade (ovos/fémea), viabilidade dos ovos e ciclo total (lagarta-
adulto) de H. armigera (Tabela 3). O periodo de pré-oviposi¢ao foi afetado pelos tratamentos
testados, havendo diferenca significativa entre dieta artificial, 2,4 dias, e folhas de feijoeiro,
3,7 dias. Apesar de ndo terem sido constatadas diferencas significativas, a fecundidade total
desta espécie variou de 1000,5 a 1780,6 ovos e a viabilidade dos ovos variou de 30,3 a 57%
(Tabela 3).

O comportamento de oviposicdo foi semelhante em dieta artificial, folha de
algodoeiro, folhas de feijoeiro e em meristema do cartucho do milho, ajustando-se a equagao
polinomial de quarto grau (P<0,05) (Figura 4 A, C, D e E). Mesmo os dados de oviposicao
ajustados a mesma equacgdo de regressao, os pontos de maxima producao de ovos variaram
conforme o alimento ofertado as lagartas, os quais ocorreram ao terceiro, quarto, quarto e
sexto dia, respectivamente para folha de feijoeiro, meristema do cartucho do milho, folha de
algodoeiro e dieta artificial. Nesses dias a maxima producao correspondeu a 182,25, 187,35,
282,03 e 133,41 ovos/fémea, respectivamente.

A curva mais ajustada para a analise de regressdo entre a média de ovos/fémea e o
periodo de oviposi¢do, quando a fase imatura de H. armigera foi alimentada em folhas de
soja, foi a polinomial de terceiro grau com coeficiente de determinacdo de 0,9245 ou 92,45%
(Figura 4 B). Observa-se que no primeiro dia de oviposi¢ao houve grande producao de ovos
(180,88 ovos/fémea), aumentando gradativamente até o quarto dia, que correspondeu ao
ponto de maxima produgdo (222,58 ovos/fémea). A partir desse ponto houve uma tendéncia

decrescente no numero de ovos/fémea, assemelhando-se aos demais tratamentos.
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De modo geral o periodo de oviposi¢do de fémeas de H. armigera sofreu influéncia
em relagdo ao alimento ofertado e ao longo do tempo, no entanto, pode-se inferir que a

maxima producgdo de ovos ocorre entre o terceiro e sexto dia apds o inicio da oviposigao.

Discussao

O desenvolvimento e sobrevivéncia de H. armigera foram afetados pelos alimentos
avaliados. Essa variagdo no desempenho biologico da espécie foi relatada em outras
comparagdes dos efeitos de diferentes plantas (Hemati et al. 2013; Razmjou et al. 2014), uma
vez que, o crescimento e¢ o desenvolvimento de insetos herbivoros esta intimamente
relacionada a qualidade da planta hospedeira (Liu et al. 2010).

A mortalidade de 100% dos individuos na fase larval em folhas completamente
expandidas de milho e buva permite evidenciar que H. armigera nao consegue se estabelecer
nessas estruturas, sugerindo a inadequalibilidade nutricional destes dois alimentos. Esses
resultados sdo corroborados por Carvalho et al. (2014) que também relataram a inadequagao
dessas folhas para a espécie completar seu ciclo biologico. Alguns fatores de resisténcia de
plantas como a presenga de toxinas e de estruturas na planta que inibem a alimentacdo ou até
mesmo a baixa qualidade nutricional do hospedeiro (Vendramim e Guzzo 2009) podem ter
promovido a elevada mortalidade de H. armigera alimentada com folhas dessas plantas.
Smith (2005) cita, por exemplo, relato de fatores de resisténcia do grao de bico, Cicer
arietinum L., para H. armigera. De acordo ainda com este autor, a antibiose, mecanismo de
resisténcia de plantas, cujos efeitos sobre a biologia de artropodes sdo negativos e resultantes
de fatores fisiologicos ou quimicos podem causar alteragdes que variam desde leves até letal.
Além disso, algumas caracteristicas como a textura e consisténcia da epiderme da planta, e os
apéndices ou formagdes nela encontrados, podem dificultar ou impedir alimentagdo das larvas
de primeiro instar e afetar negativamente sua sobrevivéncia, dentre outros efeitos subletais
(Lara 1991; Vendramim e Guzzo 2009; Aoyama e Labinas 2012) atuando como mecanismos
de defesa contra a herbivoria por insetos (Aoyama e Labinas 2012).

Neste estudo, as folhas completamente expandidas de milho e buva causaram a
mortalidade de 100%, tanto em lagartas neonatas como em lagartas de 4° instar, enquanto que,
o MCM permitiu o completo desenvolvimento larval, bem como a reprodugdo de H.
armigera, uma vez que, o tecido vegetal nessa regido da planta de milho ¢ mais tenro. Esses
resultados sdo justificados pelo fato da qualidade nutricional da folha, geralmente, mudar com

a idade, pois os contetidos de agua e de nitrogénio diminuem, enquanto o conteudo de fibras e
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rigidez aumentam em folhas maduras das plantas. Assim, dependendo da adaptagdo da
espécie, em alguns insetos herbivoros a alimentacdo em folhas mais jovens promove maior
desenvolvimento, sobrevivéncia e aumento de biomassa (Bellanda e Zucoloto 2009).

No caso do milho, a rigidez das folhas completamente expandidas pode ter exercido
importante influéncia na mortalidade das lagartas, pois as lagartas apresentaram uma
mortalidade muito alta j& nos primeiros dias de alimentagdo e aparentemente nao se
alimentavam, pois haviam poucas fezes e sinais de alimentagdo nas folhas, possivelmente em
funcdo da fragilidade do aparelho bucal das lagartas recém-eclodidas, que ainda possuem as
mandibulas em formacdo e isso dificulta a alimentagdo, afetando inclusive a ingestdao
(Bellanda e Zucoloto 2009) e podendo até interferir nos processos de digestdo, resultando em
baixas taxas de crescimento (Vendramim e Guzzo 2009). Bellanda e Zucoloto (2009) citando
Hedin et al. (1990) relatam, por exemplo, que o alto contetido de hemicelulose no milho
explica parcialmente a resisténcia contra lagartas recém-eclodidas da espécie Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). Além disso, um estudo recente de
demografia e variabilidade genética revela que em milho H. armigera foi encontrada somente
em um local, na regido Nordeste, durante o verao e nao foi encontrada em milho nas regides
Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil, diferentemente de outras culturas, como feijao e
algoddo, as quais a espécie estava amplamente distribuida, nos dois periodos de cultivo, em
todo Centro-Oeste e Nordeste do pais (Leite et al. 2014), evidenciando mais um vez uma
possivel ndo preferéncia da espécie pela cultura do milho.

Ressalta-se que em buva, as lagartas neonatas e de 4° instar mantiveram-se vivas por
um longo periodo, o que corrobora com os relatos de ocorréncia da espécie nesta planta em
campo, porém observou-se que as lagartas ndo ultrapassaram o estadio larval, apresentaram
desenvolvimento lento e morreram antes de se tornarem pré-pupa. Esses resultados
evidenciam a inadequacdo desta planta como hospedeira para H. armigera, pois uma planta
hospedeira permite a sobrevivéncia e o desenvolvimento de larvas e contribui para a
reproducao dos adultos da populacdo (Cunningham e Zalucki 2014).

Essa inadequacao ao hospedeiro pode estar relacionada a pilosidade das folhas de
buva. Plantas do género Conyza possuem grande pilosidade na parte aérea (Andrade et al.
2012) e a pilosidade representada pela presenga de tricomas ¢ um dos mais importantes
fatores de resisténcia de plantas (Vendramim e Guzzo 2009). Além desse fator, a mortalidade
pode estar associada a presenca de compostos quimicos nao proteicos de defesa produzidos

pelas plantas, que precisam ser investigados.
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Mesmo ocorrendo mortalidade total da espécie em buva, a ocorréncia das lagartas
nessas plantas pode ser devido ao fato de que as mariposas, na auséncia dos hospedeiros
preferenciais, podem colocar seus ovos em plantas menos preferidas (Cunningham e Zalucki
2014). O longo periodo de sobrevivéncia larval observado neste hospedeiro, neste estudo,
demonstra que em campo a buva pode estar sendo utilizada como um alimento temporario
para manuten¢do da espécie na auséncia de seus hospedeiros favoraveis ou até a presenca de
alimentos que permitam o seu completo desenvolvimento (Santos et al. 2005), o que
evidencia a importancia da destrui¢ao dessas plantas auxiliando na quebra do ciclo da praga.

As folhas de feijoeiro, quando comparadas aos demais tratamentos que permitiram que
H. armigera completasse o seu desenvolvimento, promoveram um alongamento da fase larval
0 que consequentemente resultou em uma menor biomassa de pupas € uma menor
sobrevivéncia das fases imaturas nesta planta. Diferentes plantas hospedeiras afetam o
tamanho das larvas e pupas e podem influenciar também na ocorréncia de diapausa em H.
armigera (Liu et al. 2010). Esses resultados indicam que as folhas de feijoeiro podem ndo ser
tdo adequadas a alimentagao por larvas de H. armigera quando comparadas as demais folhas
testadas neste estudo. Essa inadequacdo pode estar relacionada a fatores de resisténcia da
planta, pois, por exemplo, quando os individuos sobrevivem aos efeitos diretos da antibiose
podem sofrer efeitos deletérios como prolongamento dos periodos de desenvolvimento das
fases imaturas, redu¢do do peso corporal e até mesmo reducdo da fecundidade (Smith 2005;
Vendramim e Guzzo 2009). Assim, podem haver diferencas na qualidade nutricional ou
compostos secundarios dos hospedeiros testados (Razmjou et al. 2014) em relacdo ao
feijoeiro, para H. armigera, pois o valor nutritivo de um hospedeiro para uma espécie esta
diretamente relacionado com o desempenho dos individuos naquele hospedeiro (Bellanda e
Zucoloto 2009). Testes sobre o efeito de diferentes variedades de soja no desenvolvimento de
H. armigera comprovaram que algumas variedades nao sao hospedeiras adequadas para esta
espécie (Naseri et al. 2011).

O menor periodo larval e a maior biomassa de pupas em soja e algodoeiro evidenciam
a melhor qualidade desses hospedeiros em relagao ao feijoeiro. O desenvolvimento larval
mais rapido, sem reducao de biomassa, permite inferir que o hospedeiro ¢ mais adequado para
o desenvolvimento do inseto (Boregas et al. 2013), permitindo ao inseto atingir a fase adulta e
se reproduzir mais rapido, resultando em um maior nimero de geragdes em um menor periodo
de tempo e diminuindo o tempo de exposicdo a fatores bidticos e abidticos desfavoraveis a

sua sobrevivéncia em campo e favorecendo a reproducao (Bellanda e Zucoloto 2009).
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De maneira geral, em relagdo as fases imaturas observa-se que em folhas de soja e
algodoeiro as variaveis biologicas sdo semelhantes revelando que o desenvolvimento da H.
armigera nao varia entre essas culturas.

Em relacdo as varidveis reprodutivas observaram-se que houve variagdes, porém essas
ndo foram significativas. Ressalta-se que o periodo de pré-oviposicdo em feijoeiro foi maior
em relagdo a dieta artificial, evidenciando mais uma vez a menor adequacao deste hospedeiro
para H. armigera em relagdo aos demais. O prolongamento do periodo de pré-oviposi¢do ¢é
uma estratégia reprodutiva dos insetos, que permite acumular energia e nutrientes necessarios
para desencadear os processos reprodutivos de ovogénese e oviposicao (Parra et al. 2009).

Os resultados deste estudo mostraram que o hospedeiro foi um fator significativo
afetando o desenvolvimento e a sobrevivéncia de H. armigera, contribuindo com informagdes
para entender a adaptacdo da espécie nas novas condigdes que se encontra, apOs sua
introducao no Brasil e fornecendo subsidios para programas de MIP. Apesar de algumas
variaveis do feijoeiro inicarem uma qualidade nutricional inferior em relacdo as demais
culturas testadas, constatou-se que folhas de soja, algodoeiro e feijoeiro proporcionaram a
sobrevivéncia, o desenvolvimento e a reproducdo de H. armigera, confirmando que este
lepidoptero ¢ uma praga com grande potencial de multiplicagdo nas principais culturas
agricolas de importancia econdmica no Brasil. Além disso, esse estudo revela que folhas
completamente expandidas de milho ndo permitem o desenvolvimento de lagartas de H.
armigera, no entanto no meristema do cartucho do milho a espécie se desenvolve e se
reproduz normalmente. Em buva, as lagartas se mantém temporariamente vivas, porém nao se
desenvolvem, evidenciando que essa planta atue apenas como um hospedeiro temporario para
a espécie em periodos que seus hospedeiros preferenciais e adequados, como soja, algodoeiro
e feijoeiro, ndo estiverem disponiveis em campo. Assim, a destruicdo das plantas de buva,
principalmente nos periodos de entressafra, ¢ essencial para a quebra do ciclo da praga e

diminui¢do da populagdo de H. armigera em campo.
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Tabela 1. Média (=EP) de duracdo (dias) das fases imaturas, biomassa (mg) total, de fémeas e machos de pupas de Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae) mantidas em dieta artificial, folhas completamente expandidas de algodoeiro, feijoeiro, milho, soja e buva em seu

estagio larval em condigdes de laboratorio (25 + 2° C, 70 +£ 10% UR e fotofase de 12 horas), Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil

Duragao das fases imaturas (dias) Biomassa de pupa (mg)
Tratamentos -
Ovo™ Larva' Pré-pupa’ Pupa’ Macho' Fémea' Meédio!
Dieta artificial 3,0+0,00 15,5+0,18 a 2,85+0,10 b 14,91+0,15b 394,646,842  377,0+6,76 a 381,544,33 a
Folhas de soja 3,0+0,00 18,3£0,17b  2,83+0,17 ab 13,54+0,13 a | 283,4+4,65b  273,5£6,64b  278,543,61 b
Folhas de
_ 3,0+0,00 18,6+0,26 b 2,50+0,08 ab 13,26+0,12a | 303,7¢9,80b  279,4+4,50b  289,6+5,11b
algodoeiro
Folhas de
3,0£0,00  20,2+0,40 c 2,4240,10 a 13,2840,18 a 233,1+8,89 ¢ 211,8+4,65¢  221,65+5,73 ¢
feijoeiro
Folhas de milho - 6,2+0,33* - - - - -
Folhas de buva - 23,5+1,69* - - - - -
Valor de p >0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

"Nao significativo pelo teste de Kruskal Wallis a 5%.
'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Kruskal Wallis a 5% de probabilidade.

* Individuos ndo completaram o estadio para realizacdo dos testes estatisticos.

34



Tabela 2. Média (£EP) das varidveis bioldgicas de lagartas de Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae) mantidas em meristema do cartucho do milho e 4pice caulinar
de buva em seu estagio larval em condigdes de laboratorio (25 + 2° C, 70 £ 10% UR e

fotofase de 12 horas), Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Meristema do cartucho Apice
do milho caulinar de
buva
Ovo 3,0+0,00 -
Larva 21,4+0,36 20,9+1,35
Duracao das fases Pré-pupa 2,34+0,16 -
imaturas (dias) Pupa 12,4+0,21 -
Macho 253,0+0,01 -
Biomassa de pupa (mg) Fémea 22740,01 )
Médio 230,0+0,00 -
Fémea 15,3£1,62 -
Longevidade (dias) Macho 17.941,62 )
Ciclo total (lagarta-adulto) (dias) 50,1+1,18 -
Pré-oviposigao (dias) 3,9+0,31 -
Oviposicao (dias) 11,6+1,45 -
Total de ovos/fémeas 1534,8+252,24 -
Total de larvas/Fémeas 722,0+£219,57 -
Viabilidade (%) 41,5+8,48 -

Nao se procedeu com as analises estatisticas, pois as lagartas alimentadas com apice

caulinar de buva ndo completaram o estagio larval.
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Figura 1. Sobrevivéncia fase larval (A), fase pré-pupa (B) e fase pupal (C) de lagartas de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae)
oriundas de alimentagdo em dieta artificial, folhas de soja, algodoeiro, feijoeiro, milho e buva em sua fase larval em condi¢des de laboratorio (25
+ 2° C, 70 £ 10% UR e fotofase de 12 horas), Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao direm

significativamente entre os tratamentos pelo teste de Kruskal Wallis a 5%.
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Figura 2. Sobrevivéncia de lagartas de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae)
que no 4° instar iniciaram alimenta¢ao em folhas completamente expandidas de milho e

buva em condi¢oes de laboratorio (25 + 2° C, 70 £ 10% UR e fotofase de 12 horas),
Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. Significativo pelo teste de Mann Whitney a 5%.
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Figura 3. Sobrevivéncia das fases imaturas de Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
Noctuidae) alimentada com apice caulinar da buva e meristema do cartucho do milho
em sua fase larval em condicdes de laboratorio (25 = 2° C, 70 £ 10% UR e fotofase de

12 horas), Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. Significativo pelo teste de Mann

Whitney a 5%.
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Tabela 3. Média (+EP) da longevidade de fémeas e machos (dias), periodos de pré-oviposicao (dias) e oviposi¢ao (dias), nimero total de ovos e

larvas/fémeas, viabilidade (%) e ciclo total (dias) de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) criada em dieta artificial e folhas

completamente expandidas de algodoeiro, feijoeiro, soja durante a fase larval em condi¢des de laboratério (25 + 2° C, 70 = 10% UR e fotofase de

12 horas), Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Ciclo total

Longevidade (dias) Pré- o Total de ovos/ Total de Viabilidade
Tratamentos o Oviposi¢ao™ (larva-
R s s oviposicio! fémea™ larvas/ fémea™ de ovos™
Fémeas Machos adulto)™
Dieta artificial 13,0£1,59 11,8+1,28  2,40+0,16 b 10,6+1,60  1000,5+252,27 507,8+219,29  30,3+10,86 44,7+0,99
Folhas de soja 13,3£1,07 16,7+1,72  3,20+0,13 ab 10,9+1,05 1780,6+300,73  1260,84+287,85  55,1+12,17 46,7+1,06
Folhas de
_ 11,3£1,02  17,5£1,73  3,40+0,45 ab 8,50+1,12  1622,4+286,27 1149,74257,93  57,0+10,44 46,0+1,24
algodoeiro
Folhas de 13,66+1,2
o 11,5+1,01 3,70+0,39 a 8,10+1,02  1080,8+219,88 741,4+186,30  49,8+11,57 45,9+0,90
feijoeiro 9
Valor de p >0.05 >0.05 <0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05

"Médias seguida pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Kruskal Wallis a 5%.

"SMédias ndo significativas pelo teste de Kruskal Wallis a 5%.
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Figura 4. Numero total de ovos de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) ao
longo do periodo de oviposi¢do oriundas de alimentacdo em dieta artificial (A), folhas
de soja (B), algodoeiro (C), feijoeiro (D) e meristema do cartucho do milho (E) em
condig¢des de laboratoério (25 £ 2° C, 70 + 10% UR e fotofase de 12 horas), Dourados,
Mato Grosso do Sul, Brasil.
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MANUSCRITO 11

Efeito da soja Bt sobre lagartas de Helicoverpa armigera (Hiibner)

(Lepidoptera: Noctuidae)

Journal of Agricultural Science, v. 7, p. 90-94, 2015

(De acordo com as normas do periddico “Journal of Agricultural Science”, com
adaptagdes para as normas de “Redacao de Tese” da Universidade Federal da Grande

Dourados)
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Efeito da soja Bt sobre lagartas de Helicoverpa armigera (Hiibner) Lepidoptera:
Noctuidae)

Resumo

Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) causa danos econdmicos
significativos na cultura da soja Glycine max (L.) Merrill. A soja geneticamente
modificada que expressa a proteina CrylAc de Bacillus thuringiensis (Btf) Berliner,
toxica a algumas espécies de lepidopteros, € potencialmente uma ferramenta alternativa
para o manejo dessa praga. Seis bioensaios com lagartas de cada instar de H. armigera
alimentadas com folhas de plantas de soja Bt (CrylAc) foram realizados para avaliar a
sobrevivéncia larval. O delineamento experimental de cada bioensaio foi inteiramente
casualizado, formado por dois tratamentos (soja Bt, Cryl Ac, e soja ndo- Btf) e quarenta
repeticoes (lagartas individualizadamente dispostas). A mortalidade das lagartas foi
avaliada diariamente. A soja Bt afetou o tempo médio de sobrevivéncia dos individuos
em cada instar, mas sua eficdcia ndo foi afetada pela idade larval de H. armigera
causando 100% de mortalidade dos individuos em todos os seis, indicando que a soja Bt
que expressa a proteina Cryl Ac € uma tatica de controle eficiente para este lepidoptero
praga.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, eficacia, Heliothinae, instar, MIP, MON

87701, sobrevivéncia larval

1. Introducio

Lagartas de Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) sdo conhecidas
por seu historico de grandes surtos populacionais, dificuldade de controle e enormes
prejuizos pelo Mundo (Alvi et al., 2012; Degrande & Omoto, 2013). A espécie ¢
polifaga e relatada como responsavel por causar danos a diferentes culturas de
importancia econdmica, como o algodao (Gossypium hirsutum L.), leguminosas em
geral, sorgo (Sorghum bicolor L.), milho (Zea mays L.), tomate (Solanum lycopersicum
L.) (Liu et al., 2010; Cpezak et al., 2013b).

Helicoverpa armigera referida como uma das mais importantes pragas da Agricultura
na Asia, Africa, Europa e Australia (Tay, 2013); recentemente foi identificada no
Continente Americano, com sua ocorréncia relatada em varios estados brasileiros e em
varias culturas agricolas, dentre elas a soja Glycine max (L.) Merrill (Czepak et al.,
2013a; Specht et al., 2013). Apds a sua deteccdo na América do Sul, observa-se que a

espécie apresenta grande adaptabilidade, elevada taxa de reproducgdo, ampla distribui¢ao
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em diferentes localidades e enorme capacidade de alimentar e se desenvolver em
diferentes espécies hospedeiras, o que resulta em perdas economicas significativas para
a Agricultura, devido as dificuldades encontradas para o controle eficaz da praga
(Cpezak et al., 2013b), em paises como Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai.
Em soja H. armigera apresenta grande potencial de destruicao das estruturas vegetativas
e reprodutivas das plantas, exigindo a adog¢do de taticas de controle para evitar perdas na
producdo. Tradicionalmente, o controle quimico ¢ a principal tatica para o manejo desta
espécie, porém a mesma ¢ conhecida por evoluir rapidamente a resisténcia aos
inseticidas (Kranthi et al., 2002; Torres-Vila et al., 2002; Bués et al., 2005; Alvi et al.,
2012). A soja Bt que expressa proteina CrylAc de Bacillus thuringiensis Berliner ¢é
potencialmente uma tatica de controle alternativa aos inseticidas quimicos para
gerenciar a populagao de H. armigera, uma vez que pode ser utilizada no manejo da
espécie (Yu et al., 2013). De outro lado, a espécie H. armigera ndo ¢ listada como
praga-alvo desta tecnologia no Brasil, uma vez que a introducdo da praga no pais
ocorreu apds a autorizacao comercial da soja Bt dada pelas autoridades governamentais
brasileiras; estudos prévios com a espécie nao foram feitos para avaliar a efetividade de
controle da praga. Nao ha artigos que reportam a mortalidade de H. armigera de
diferentes instares na soja Bt. A pouca literatura existente se deve ao fato dessa soja
estar sendo langada primariamente no Brasil.

Cita-se que as tecnologias derivadas de B. thuringiensis podem ter suas eficacias de
controle afetadas ao longo do desenvolvimento larval de lepiddpteros (Rausell et al.,
2000; Gonzélez-Cabrera et al., 2011). Gonzalez-Cabrera et al. (2011), Aggarwal et al.
(2006), Rausell et al. (2000) e James et al. (1999) relatam que insetos em instares
avangados comumente sdo mais tolerantes a inseticidas bioldgicos e proteinas
purificadas de Bt. Bernardi et al. (2012) relatam que instares avancados sao
presumivelmente mais tolerantes as proteinas de B¢ e assim a mortalidade larval nestes
instares evidencia a elevada suscetibilidade da espécie a essas toxinas. De maneira
geral, quanto mais avangado o instar maior serd a dificuldade de controle, pois a lagarta
precisa ingerir maior quantidade de tecido para causar a letalidade e consequentemente
poderia haver danos na planta.

Também, devido a disponibilidade sequencial de hospedeiros alternativos em campo,
eles podem viabilizar o desenvolvimento inicial das lagartas e permitir a dispersao das
mesmas para as plantas de soja Bt, nos diferentes instares de desenvolvimento, e causar

algum tipo de dano. Por exemplo, tem sido comum encontrar lagartas de H. armigera na
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palhada e em plantas daninhas que antecedem o cultivo da soja, as quais funcionam
como pontes biologicas entre cultivos que apés a dessecacdo passam a se alimentar da
leguminosa cultivada, iniciando a primeira geracao da praga no campo (Carvalho et al.,
2014).

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a sobrevivéncia larval na soja Bt,

que expressa a proteina CrylAc, de cada instar de H. armigera.

2. Material e Métodos

Os bioensaios foram realizados no Laboratorio de Entomologia Aplicada, da Faculdade
de Ciéncias Agrarias (FCA), da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), no
municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul (MS), Brasil.

A criagdo de H. armigera foi estabelecida a partir de lagartas coletadas em
agroecossistemas de soja, em Sao Gabriel do Oeste, MS, em novembro de 2014. As
lagartas foram mantidas em potes plasticos de 100 ml, forrados com papel absorvente e,
diariamente, foram alimentadas com folhas de soja ndo-Bz, até atingirem o estagio de
pupa. Apds este periodo foram retiradas dos potes e acondicionadas em placas de Petri
contendo vermiculita. Apds a emergéncia, os adultos foram mantidos, em sala
climatizada [25 + 2°C, umidade relativa do ar (UR) de 70 + 10% e fotofase de 12 horas],
em tubos de PVC (15 cm de didmetro e 22 cm de altura) tampados na parte inferior com
uma placa de Petri e na parte superior cobertos com tecido tule e revestidos
internamente com folhas de papel sulfite A4 como substrato de oviposi¢do. Para
alimentagdo dos adultos, ofertou-se uma solugdo de mel a 10% embebida em algodao
colocado na parte superior sobre o tecido tule. Os ovos depositados no papel e no tecido
tule foram transferidos para sacos plasticos (2 Kg) previamente umedecidos com agua
destilada. A troca do alimento e retirada das posturas foram feitas diariamente.

Apos a eclosdo, as lagartas a serem utilizadas nos bioensaios com os diferentes instares
larvais foram alimentadas com folhas de soja da variedade ndo-Bf BMX Poténcia, até
que atingissem o instar a ser avaliado. Paralelamente foi realizado um estudo para
determinagao dos instares de H. armigera em soja.

A segunda gerac¢do do inseto obtida em laboratdrio foi utilizada no estudo. Para cada
instar larval de H. armigera avaliou-se a mortalidade da espécie em experimentos
distintos. Para tal as variedades de soja Bf Monsoy 5947 I PRO, que expressa a proteina
CrylAc, e ndo-Bt Nidera 5909 RR foram semeadas em casa de vegetagdo em vasos

plasticos de 10 litros de capacidade contendo mistura de solo, areia e substrato (1:1:1).
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Apds a emergéncia e desbaste foram mantidas cinco plantas por vaso, as quais
receberam os tratos culturais e irriga¢do conforme a necessidade das plantas.

Folhas completamente expandidas foram retiradas do terco médio das plantas quando
atingiram os estadios fenoldgicos R1-R2 para avaliagdao das lagartas de primeiro instar,
R2-R3 para avaliagdo das lagartas de segundo instar e terceiro instar, R3 para avaliag¢do
das lagartas de quarto instar e R4 para avaliagdo das lagartas de quinto e sexto instar.
Estas folhas foram colocadas em potes plasticos (150 ml) contendo papel filtro
umedecido. Uma lagarta de H. armigera do respectivo instar a ser avaliado foi colocada
sobre a folha de soja. As folhas foram trocadas a cada dois dias. As mortalidades das
lagartas foram avaliadas a cada 24 horas, até que ocorresse a mortalidade de todas as
lagartas em soja Bt.

O delineamento experimental de cada bioensaio foi inteiramente casualizado, formado
por dois tratamentos e quarenta repeticdes (lagartas individualizadamente dispostas).
Para a interpretacdo dos dados foi realizada a andlise estatistica da sobrevivéncia pelo

teste de Kaplan-Meier (Gehan-Breslow).

3. Resultados

As lagartas neonatas de H. armigera foram susceptiveis a proteina Cryl Ac expressa nas
folhas de soja Bt, a qual causou mortalidade de 100 % dos individuos até o quato dia
ap6s a infestagdo, sendo a sobrevivéncia dos individuos significativamente menor em
relagdo a observada na variedade nao-Bt (sobrevivéncia de 86%) (K-M =37,627, d.f.=1,
p=0,001) (Figura 1A). Além disso, observou-se que o consumo de folhas de soja Bt por
H. armigera restringiu-se a raspagem de uma pequena quantidade de tecido foliar a qual
foi suficiente para matar as lagartas de primeiro instar larval.

No bioensaio com lagartas de segundo instar de H. armigera a sobrevivéncia também
foi menor em soja Bt quando comparando a soja ndo-Bt (K-M =51,671, d.f.=1, p=0,001)
(Figura 1B).

Para as lagartas de terceiro instar a andlise de sobrevivéncia mostrou que ambas as
variedades de soja Bt e ndo-Bt ndo causaram mortalidade das lagartas de H. armigera
nas primeiras 24 h ap6s a infestagdo (Figura 1C). Para a variedade Bt a mortalidade de
50% dos individuos ocorreu aos dois dias apos a infestagdo, sendo este também o tempo
em que houve maior porcentagem de mortalidade dos individuos. Aos cinco dias apos a

infestacdo ocorreu mortalidade de todas as lagartas alimentadas com folhas de soja Bt
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enquanto a sobrevivéncia no controle (soja ndo-Bt) foi de 95% (K-M =75,163, d.f=1,
p=0,001).

Em lagartas de quarto instar, a soja Bt causou mortalidade de 100% das lagartas, com
um tempo médio para a morte de cinco dias apds a infestagdo, diferindo
significativamente da soja ndo-Bt (K-M =57,660, d.f.=1, p=0,001) (Figura 1D).

Para as lagartas de quinto e sexto instar o tempo para a mortalidade de 100% dos
individuos na variedade de soja Bt foi de quatro dias e diferiu significativamente da
mortalidade na soja nao-Bt¢, onde houve sobrevivéncia 91% (K-M =43,976, d.f=1,
p=0,001) e 70% (K-M =31,464, d.f=1, p=0,001) das lagartas, respectivamente (Figura
IEeF).

4. Discussao

A soja Bt afetou o tempo médio para morte em cada instar, mas sua eficdcia de controle
ndo foi afetada pela idade larval de H. armigera, causando mortalidade de 100% dos
individuos nos seis instares avaliados. Yu et al. (2013) em seus bioensaios confirmaram
que plantas de soja que expressam CrylAc oferecem excelente protecdo contra H.
armigera, sendo esta espécie sensivel a esta proteina toxica. Bernardi et al. (2014) em
seus estudos com diferentes instares de Heliothis virescens (Fabricius) (Lepidoptera:
Noctuidae) também verificaram a mortalidade completa em lagartas de primeiro ao
quinto instar quando estas foram expostas a alimentacdo em soja Bz, demonstrando a
eficdcia de controle desta tecnologia sobre lepidopteros que se alimentam na cultura da
soja.

Para lagartas neonatas a mortalidade de 100% dos individuos que ocorreu até o quarto
dia apos infestacdo, também foi observada nas espécies Anticarsia gemmatalis (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae) e Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae),
em bioensaios com discos de folhas de soja Bt (Bernardi et al., 2012).

Em relagdo a mortalidade das lagartas de segundo instar os resultados de bioensaios de
Yu et al. (2013) também revelaram que a soja Bf que expressa proteina CrylAc
apresentou alta resisténcia contra este instar larval de H. armigera durante diferentes
periodos de crescimento das plantas de soja. Estes autores avaliaram sobrevivéncia das
lagartas por um periodo de quatro dias de alimentacdo e ao final de suas avaliacdes
observaram que o peso larval dos individuos sobreviventes em soja Bt foi menor em
relacdo as lagartas alimentadas com soja nao-Bt. Este menor peso poderia afetar a

sobrevivéncia das lagartas e provocar a morte de todos os individuos em avaliagdes
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posteriores, concordando com os resultados aqui apresentados onde foi observada a
mortalidade de 100% dos individuos aos seis dias apos infestagdo em soja Bt.

Bernardi et al. (2012) em estudos em casa de vegetacdo com A. gemmatalis e C.
includens também observaram que lagartas de instares avancados oriundas de plantas
isolinhas ndo-Bt quando migraram para plantas de soja Bt foram controladas pela soja
MON 87701 x MON 89788. Esses mesmos autores relatam ainda que a elevada
mortalidade destas duas espécies de lepidopteros, mesmo em instares avancados,
presumivelmente mais tolerantes, ¢ resultado da elevada expressdao da proteina Bt em
soja MON 87701 x MON 89788 e da suscetibilidade dessas espécies a proteina
CrylAc; o que provavelmente se repete neste estudo sobre os diferentes instares de H.
armigera.

O tempo letal de quatro dias observado para o quinto e sexto instar de H. armigera pode
ser devido ao fato de que nesses instares as lagartas sdo maiores, consomem mais €
também estdo se preparando para o estagio imaturo de pupa (onde ndo se alimentam),
logo se alimentando mais ingerem uma maior quantidade de proteina téxica, o que
supostamente poderia causar a mortalidade mais rapida, no caso de individuos
suscetiveis.

Diante de nossos resultados, sugerem-se estudos visando verificar a eficacia das
estruturas reprodutivas dessa variedade com o intuito de observar se com a alimentagao
nas outras estruturas da planta a eficidcia desta tecnologia pode ser reduzida nos
diferentes instares de H. armigera. Este estudo foi realizado com folhas de soja, mas ¢é
possivel que em estadios fenologicos avangados possa ocorrer alguma sobrevivéncia de
lagartas nas estruturas reprodutivas das plantas, visto que os niveis de expressao
CrylAc podem variar ao longo do crescimento das plantas de soja (Yu et al., 2013) e
nas diferentes estruturas das plantas, assim como ocorre no algodoeiro Bt (Arshad et al.,
2009). Além disso, € possivel também ocorrer em campo a sobrevivéncia de individuos
resistentes, acelerando o processo de evolugdo da resisténcia da praga a tecnologia, uma
vez que Gunning et al. (2005) relataram em seus estudos que uma populagao australiana
de H. armigera, oriunda de individuos resistentes de campo, manifestou resisténcia a
toxina CrylAc expressa em algodoeiro Bt.

Vale ressaltar ainda, que por ser uma espécie que se alimenta em varias culturas
(Gunning et al., 2005), o risco de resisténcia da espécie a toxina Cry 1Ac no Brasil
existe, pois, esta proteina estd presente na soja Bt e também no algodio Bt

Presumivelmente, a sucessdo de cultivares de soja e algodoeiro pode estender o periodo
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de exposicdo da praga a proteina Bt aumentando o risco de selecdo de individuos
resistentes (Bernardi et al., 2014). Assim, mesmo havendo elevado controle de H.
armigera em soja Bt e, consequentemente, reducao dos danos da praga na cultura, e
necessario manter a efetiva area de refugio, visando a sustentabilidade da tecnologia. E
evitar a exposi¢do das lagartas maiores em plantulas, para minimizar a pressdo de
selecdo e uma possivel exposi¢do subletal da proteina Bf; por isso indica-se a
importancia da dessecacao antecipada dentro das boas praticas agricolas recomendadas.
Nossos resultados indicam que a soja Bf que expressa a proteina Cry 1Ac ¢ uma tatica
de controle eficiente sobre os seis instares larvais de H. armigera e influenciam

diretamente na decis@o de controle de lagartas de H. armigera em soja Bt.
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Figura 1. Curvas de sobrevivéncia de lagartas de 1° (A), 2° (B), 3° (C), 4° (D), 5° (E) e 6° (F) instar de Helicoverpa armigera alimentadas com
folhas de soja Bt (Cry 1Ac) e ndo-Bf em condi¢des de laboratorio (25 + 2° C, 70 + 10% UR e fotofase de 12 horas), Dourados, Mato Grosso do

Sul, Brasil. Analise estatistica da sobrevivéncia pelo teste de Kaplan-Meier (Gehan-Breslow).
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Manuscrito II1

Efeito do algodao Bt sobre lagartas de Helicoverpa armigera (Hiibner)

(Lepidoptera: Noctuidae)

(De acordo com as normas do periddico “Pest Management Science”, com adaptagdes para as

normas de “Redagdo de Tese” da Universidade Federal da Grande Dourados)
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Efeito do algodao Bt sobre lagartas de Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera:
Noctuidae)

Resumo

TEMA: Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) causa danos
econdmicos significativos na cultura do algoddo. Os algodoeiros geneticamente
modificados que expressam as proteinas Cry sdo ferramentas alternativas para o
manejo da praga. Em paises onde a ocorréncia desta espécie ja foi registrada ha alguns
anos, as tecnologias Bt como Bollgard®/Ingard® e Bollgard II® apresentam eficiéncia no
controle da praga, porém a suscetibilidade das espécies as proteinas Bt pode variar
conforme a origem geografica da populacio da espécie alvo. Além disso, dados sobre a
suscetibilidade de H. armigera aos algodoeiros Bt, resistentes a lepidopteros-praga
recentemente liberados para uso comercial, Widestrike® e Twinlink®, sdo praticamente
inexistentes. Bioensaios com lagartas de diferentes instares larvais de H. armigera
alimentadas com estruturas de plantas de algodoeiros Bt variedades DP 555BGRR®
(CrylAc), FM 975WS® (CrylAc + CrylF), DP 1228B2RF® (CrylAc + Cry2Ab2) e FM
940GLT® (CrylAb + Cry2Ae) e ndo-Bt (FM 982GL®) foram realizados para avaliar a
mortalidade desta espécie e possiveis efeitos subletais das variedades Bt testadas em
individuos sobreviventes.

RESULTADOS: As variedades de algodoeiros Bt DP 555BGRR® (CrylAc), FM 975WS®
(CrylAc + CrylF), DP 1228B2RF® (CrylAc + Cry2Ab2) e FM 940GLT® (CrylAb +
Cry2Ae) apresentaram eficiéncia de controle sobre H. armigera, pois afetaram
negativamente a sobrevivéncia das lagartas. Quando ocorreu a sobrevivéncia de
individuos nas variedades Bt DP 555BGRR® e¢ FM 975WS®, estes promoveram o
alongamento do periodo larval e reducdo na biomassa de pupas. A tecnologia FM
940GLT®, lancada recentemente em 2013, que expressa as proteinas CrylAb + Cry2Ae,
teve as melhores porcentagens de controle nos seis instares avaliados. Esses resultados
sao importantes, pois este ¢ o primeiro registro da avaliacido desta tecnologia para a
espécie H. armigera.

CONCLUSAO: A utilizacio de eventos de algodio com duas proteinas de Bf com
mecanismos de acao distintos se mostrou efetiva no controle dos instares larvais de H.
armigera. Em variedades que possuem proteinas que atuam no mesmo sitio de acio,
quando ha sobrevivéncia de individuos, ocorre o alongamento do periodo larval e

reducio na biomassa de pupas, o que é consequentemente resultante da diminuicao da
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alimentacdo das lagartas. No quinto e o sexto instares larvais, H. armigera alimentada
com macas firmes ¢ altamente suscetivel aos algodoeiros Bf com uma ou duas proteinas

toxicas.

Palavras-chave: Bollgard®; Bollgard II®; instar; TwinLink®; WideStrike®.

1 INTRODUCAO

As variedades de algodoeiro, Gossypium hirsutum (L.), transgénico com genes Bz,
provenientes da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner, que expressam proteinas Cry
vém sendo amplamente adotadas, devido as suas vantagens econdmicas em relagdo a redugao
do uso de inseticidas convencionais para o controle de lepidopteros pragas e preservacao da
populagio de artropodes benéficos.!?

A lagarta Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) referida como
uma das mais importantes pragas da Agricultura na Asia, Africa, Europa e Australia é uma
das principais pragas-alvo dos cultivos geneticamente modificados.'** Este noctuideo
conhecido como responsavel por enormes prejuizos, seu histérico de surtos populacionais e
dificuldade de controle, resultantes de sua elevada resisténcia a inseticidas quimicos, foi
recentemente identificado no Brasil, sendo sua ocorréncia relatada em varios estados
brasileiros e em diversas culturas agricolas, dentre elas o algodoeiro.* 1

Em algodoeiro, H. armigera apresenta grande potencial de destruicdo das estruturas
vegetativas e reprodutivas das plantas, exigindo a ado¢@o de taticas de controle para evitar
perdas na produgdo. As variedades de algodoeiro Bf sdo alternativas aos inseticidas quimicos
para o controle das populacdes de H. armigera, uma vez que podem ser utilizadas no manejo
da espécie e simultaneamente controlar o complexo de lepiddpteros pragas do algodoeiro. No
Brasil, as tecnologias Bt atualmente aprovadas para o algodoeiro nao incluem H. armigera
como praga-alvo, uma vez que o inseto foi identificado no pais apds o langcamento comercial
desses eventos biotecnolégicos. Todavia, sabe-se que em paises onde a ocorréncia desta
espécie ja foi registrada ha alguns, as tecnologias Bt como Bollgard®/Ingard® e Bollgard I1®

1112 " ressaltando a necessidade da avaliacdo de sua

apresentam eficiéncia no controle da praga
eficiéncia e de outras novas tecnologia em uso no Brasil no controle de H. armigera. Uma vez
que a suscetibilidade das espécies as proteinas de Bt pode variar conforme as diferentes
populagdes estudadas '*, dados sobre a suscetibilidade de H. armigera aos algodoeiros Bt

resistentes a lepidopteros-praga, Widestrike® e Twinlink®, sdo praticamente inexistentes.
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Cita-se que as tecnologias derivadas da bactéria Bt podem ou ndo ter suas eficacias de
controle afetadas ao longo do desenvolvimento larval de lepidopteros.'* Além da idade larval
14 a mortalidade das lagartas pode variar de acordo com a quantidade de toxina ingerida e a
espécie de inseto.!>!¢ Insetos em instares avancados sio comumente mais tolerantes as
proteinas Bt, e assim a mortalidade larval nestes instares evidencia a elevada suscetibilidade
da espécie as toxinas. '8 Logo, de maneira geral, quanto mais avancado o instar maior sera a
dificuldade de controle, pois a lagarta precisara ingerir maior quantidade de tecido para causar
a letalidade e, consequentemente, poderia causar danos na planta.'* Em contrapartida Bernardi
et al.® em seus estudos com Heliothis virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae)
verificaram a mortalidade completa em larvas do primeiro ao quinto instar quando estas
foram expostas a alimentagdo em soja Bt que expressa a proteina CrylAc. Azambuja et al.*°
também demonstraram que mesmo em instares mais avangados a toxina CrylAc da soja
(Glycine max (L.) Merrill) Bt causou a mortalidade de H. armigera de uma populagdo de
origem brasileira.

Assim, este estudo objetivou avaliar a mortalidade de cada instar larval de H.
armigera nos algodoeiros Bt, DP 555BGRR® (CrylAc, Bollgard), FM 975WS® (CrylAc +
CrylF, WideStrike), DP 1228B2RF® (CrylAc + Cry2Ab2, Bollgard 1I) ¢ FM 940GLT®
(CrylAb + Cry2Ae, TwinLink), bem como determinar as varidveis bioldgicos das fases
imaturas deste lepidoptero em folhas de algodoeiro Bf e ndo- Bt e os possiveis efeitos
subletais das variedades Bt testadas sobre individuos sobreviventes.

2 MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Entomologia Aplicada, da Faculdade de
Ciéncias Agrarias (FCA), da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), no
municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul (MS), Brasil.

A criagdo de H. armigera foi estabelecida a partir de lagartas coletadas em soja, no
municipio de Sdo Gabriel do Oeste, MS, em novembro de 2014 e identificadas pela técnica de
PCR-RFLP.?! As lagartas foram mantidas em potes plasticos de 100 ml, forrados com papel
filtro e, diariamente, foram alimentadas com folhas de soja nao- Bt. A opc¢ao pela alimentagdo
das lagartas em soja visou evitar o condicionamento pré-imaginal.??

Ao atingirem a fase de pupa, estas foram retiradas dos potes e acondicionadas em
placas de Petri contendo vermiculita. Apos a emergéncia, os adultos foram mantidos em sala
climatizada [25 + 2°C, umidade relativa do ar (UR) de 70 + 10% e fotofase de 12 horas], em
tubos de PVC (15 cm de diametro e 22 cm de altura) cobertos na parte inferior com uma placa

de Petri e na parte superior com tecido tule, e revestidos internamente com folhas de papel
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sulfite como substrato de oviposicao. Para alimentac¢ao dos adultos, ofertou-se uma solucao de
mel a 10% embebida em algoddo colocado na parte superior sobre o tecido tule. Os ovos
depositados no papel e no tecido tule foram transferidos para sacos plasticos (2 Kg)
previamente umedecidos com agua destilada. A troca do alimento e a retirada das posturas
foram realizadas diariamente.

Apods a eclosdo, as lagartas a serem utilizadas nos bioensaios com os diferentes
instares larvais foram alimentadas com folhas de algoddo da variedade FM 982GL®
(testemunha nao- Bf), até que atingissem o instar a ser avaliado.

Para cada instar larval de H. armigera avaliou-se a mortalidade das lagartas em
experimentos distintos. Para tal, as variedades de algoddo Bt (DP 555BGRR®, FM 975WS®,
DP 1228B2RF® ¢ FM 940GLT®) e a variedade nio-Bf (FM 982GL®) foram semeadas no
campo experimental em parcelas, as quais receberam os tratos culturais conforme
recomendacdes para a cultura e foram irrigadas quando necessario.

Os bioensaios com lagartas do primeiro, segundo e terceiro instar foram realizados
com folhas completamente desenvolvidas do terco superior de plantas de 60 a 64 dias apds a
emergéncia (DAE). Nos bioensaios com lagartas de quarto instar foram utilizadas magas
macias de plantas com 79 DAE e as lagartas de quinto e sexto instares foram alimentadas com
magas firmes, retiradas de plantas com aproximadamente 115 DAE.

Os bioensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com cinco
tratamentos, sendo representados por quatro variedades de algoddo Bt (DP 555BGRR®, FM
975WS®, DP 1228B2RF® ¢ FM 940GLT®) e uma variedade ndo-Bt (FM 982GL"), e quarenta
repetigdes por tratamento. Cada unidade experimental foi representada por um pote pléstico
(150 ml) contendo no fundo papel filtro levemente umedecido com agua destilada. Sobre o
papel filtro foi depositado a estrutura vegetal testada e em seguida a lagarta, obtida da criacao
estoque dos diferentes instares. Os alimentos foram trocados a cada dois dias, a fim de evitar a
perda de qualidade.

As mortalidades das lagartas foram avaliadas a cada 24 horas, por sete dias.'>!>2* Para
a interpretacdo dos dados foi realizada a andlise estatistica de sobrevivéncia pelo teste de
Kaplan-Meier pelo método de Gehan-Breslow.

No bioensaio com lagartas de primeiro instar também foram avaliadas as varidveis
biologicas duragdo (dias) e sobrevivéncia da fase larval, duragdo da fase de pré-pupa,
biomassa e duragdo da fase de pupa. Como os dados ndo apresentaram distribuicao normal foi

aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As quatro variedades de algodoeiro Bt testadas afetaram a sobrevivéncia de lagartas neonatas
de H. armigera, diferindo significativamente da testemunha ndo-B¢ (K-M= 85,565, d.f.=4, p=
0,001) (Fig. 1). As variedades DP 1228B2RF® (CrylAc + Cry2Ab2) e FM 940GLT®
(CrylAb + Cry2Ae) causaram as maiores porcentagens de mortalidade, promovendo a morte
de aproximadamente 100% dos individuos apos sete dias, enquanto que a variedade FM
975WS® (CrylAc + CrylF) causou a morte de 52,5% das lagartas e a variedade DP
555BGRR® (CrylAc) de apenas 17,5% das lagartas no primeiro instar, indicando possiveis
falhas no controle das lagartas por essas variedades em campo.

As variedades Bt testadas expressam diferentes proteinas toxicas o que foi
determinante para os resultados obtidos. As variedades DP 1228B2RF®, FM 940GLT® e FM
975WS® que causaram as maiores taxas de mortalidade expressam duas proteinas toxicas,
enquanto DP 555BGRR® que apresentou a menor taxa de mortalidade, expressa apenas uma
proteina, CrylAc, a qual espécies de lepidopteros °, dentre elas H. armigera, sio citadas
como resistentes.!?* Além disso, as variedades DP 1228B2RF® (CrylAc + Cry2Ab2) e FM
940GLT® (CrylAb + Cry2Ae) que apresentaram os melhores resultados para mortalidade
possuem duas proteinas de Bf com aditivos de atividades independentes no sitio de ligacdo no
intestino médio de lepiddpteros, o que corrobora com os resultados desta maior taxa de
mortalidade. Essa piramidacdo em plantas Bt tem potencial para integracdo em programas de
manejo da resisténcia e foram desenvolvidas visando aumentar eficacia de controle, espectro
de hospedeiros e retardar a evolucio & resisténcia dos insetos as toxinas de Bt.22° A
mortalidade de lagartas neonatas de H. armigera alimentadas com folhas de algodoeiro
expressando duas proteinas Cry também foi estudada por Knight et al.'’. Esses autores
observaram que a mortalidade foi de aproximadamente 100% no inicio do desenvolvimento
das plantas, mas caiu para aproximadamente 65% no final do ciclo da cultura. De acordo com
Ibargutxi et al.'®, a mortalidade larval, ocasionada pelas toxinas Bt, pode variar dependendo
da espécie de inseto e a propor¢ao de toxina ingerida. Outro fator que pode estar relacionado a
essa variacdo na mortalidade sdo os niveis de expressdo da toxina 2/, uma vez que os niveis de
expressdo das toxinas Cry variam sazonalmente e entre as estruturas das plantas *!? e a perda
de eficacia estd relacionada com uma redugdo das proteinas inseticidas, pois os niveis de
expressao CrylAc em plantas de algoddo Bt, por exemplo, diminuem com a maturidade e
senescéncia dos tecidos.’

Na avaliacao dos efeitos subletais em lagartas de primeiro instar, observou-se que

apenas para as lagartas mantidas nas variedades Bt DP 1228B2RF® e FM 940GLT® houve
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100% de mortalidade (Tabela 1), portanto, a expressdao de duas proteinas toxicas na mesma
planta pode resultar em atividades aditivas e aumentar sua eficiéncia de controle.® As
variedades DP 555BGRR® ¢ FM 975WS®, também Bt, causaram mortalidade de 65% e 85%
das lagartas, respectivamente. As lagartas de H. armigera sobreviventes, nas variedades DP
555BGRR® e FM 975WS®, sofreram um alongamento em seu periodo larval, que diferiu
significativamente da testemunha nao-Bt, e também resultaram em pupas menores. Kranthi et
al.?’ relataram que lagartas que sobreviveram apos alimentacdo com diferentes estruturas de
plantas de algodao Bt sofreram uma reducdo da sua biomassa em relacdo as lagartas
alimentadas com algoddo nao-Bt. As toxinas CrylAc e CrylF, presentes na variedade FM
975WS®, foram relatadas apresentando um efeito aditivo sobre a inibicio do crescimento
larval de H. armigera quando foram incorporadas em dieta artificial.'"”> Esses efeitos sdo
considerados negativos para o desenvolvimento desse lepidoptero e podem ser importantes
para a reducdo dos danos cumulativos ao longo do ciclo de desenvolvimento da planta de
algoddo.”® O prolongamento do periodo larval resulta em menor niimero de geragdes ao longo
do ano e possivelmente maior mortalidade, devido ao maior tempo de exposicao a predagao
e/ou outras ameagas ambientes.?’ Além disso, a menor biomassa de pupas ¢ um indicativo de
varios tipos de estresse de desenvolvimento que refletem geralmente em uma redugdo na
adaptacdo das mariposas em comparagdo com as desenvolvidas a partir de pupas com
biomassas normais (Stipanovic et al.?® citando Pearson 1958).

A duracio da fase pré-pupa das lagartas sobreviventes em algodio FM 975WS®
diferiu significativamente da testemunha. Ja a duragdo do periodo pupal ndo foi afetada
significativamente pelas cultivares DP 555BGRR® e FM 975WS® de algodoeiros Bt.

Nos estudos com lagartas de segundo instar de H. armigera apenas as variedades DP
1228B2RF® (CrylAc + Cry2Ab2) e FM 940GLT® (CrylAb + Cry2Ae) causaram menor
sobrevivéncia de lagartas quando comparadas com a testemunha nao-B¢ (K-M = 68,379, d.f.=
4, p= 0,001) (Fig. 2). Nessas, a sobrevivéncia foi de apenas 39% e 15% dos individuos,

12% avaliando a mortalidade de lagartas de segundo

respectivamente. Sivasupramaniam et a
instar de Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) também observaram que o
algodado Bollgard II que expressa as proteinas Cryl Ac e Cry2Ab2 causou maior mortalidade e
menor peso larval em relagdo ao algoddo que apresenta apenas a proteina CrylAc. Esses
autores ainda relataram que o algoddo com a proteina Cryl Ac causou maior mortalidade de

H. zea quando comparado ao tratamento controle (algodao ndo-Bf). Diferentemente, no

presente estudo as variedades FM 975WS® (CrylAc + CrylF) e DP 555BGRR® (CrylAc)
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causaram uma menor mortalidade larval de H. armigera nao apresentando diferenga
significativa em relacdo a testemunha nao-Bt.

No bioensaio com lagartas de terceiro instar a analise de sobrevivéncia mostrou que as
variedades DP 1228B2RF® e FM 940GLT® causaram as maiores taxas de mortalidade (K-M
= 35,285, d.f.=4, p= 0,001) (Fig. 3). A taxa de sobrevivéncia nas variedades FM 975WS® e
DP1228B2RF ® nio diferiram entre si. Neste instar, a maior porcentagem de mortalidade
observada foi de 57,5% dos individuos na variedade FM 940GLT®. As demais variedades Bt
causaram mortalidades menores que 50%. E possivel que os niveis de expressio tenham
influenciado na sobrevivéncia das lagartas, pois a variabilidade na eficicia de algoddo Bt
contra insetos pragas-alvo ¢ atribuida principalmente as mudangas no teor de proteina Bt
expressa, que varia de acordo com a cultivar, idade e estruturas da planta e também estresses
ambientais.>**’

Kranthi et al. *’ correlacionaram o aumento nos niveis de sobrevivéncia de H.
armigera com a diminuicdo da expressdo da toxina abaixo de 1.8 [1g/g em partes da planta,
além da queda sazonal nos niveis quantitativos de CrylAc nos hibridos e diminui¢do da
expressao da toxina com o envelhecimento da planta.

No quarto instar (alimentacdo em magds macias) a andlise de sobrevivéncia mostrou
que apenas a variedade FM 940GLT® diferiu significativamente da testemunha, causando a
mortalidade de 57,5% dos individuos (K-M = 60,230, d.f.= 4, p=0,001) (Fig. 4). Nas demais
variedades testadas a sobrevivéncia das lagartas foi maior que 80%, demonstrando a baixa
eficiéncia de controle destas sobre o quarto instar larval da H. armigera e evidenciando a
necessidade da adogdo de taticas de controle em campo nesse instar larval.

No quinto instar larval de H. armigera (lagartas alimentadas com macas firmes) todas
as variedades de algodoeiro Bt testados afetaram a sobrevivéncia da espécie, diferindo
significativamente da testemunha ndo- Bt, sendo observada a mortalidade de 100% ou quase
100% dos individuos nos tratamentos (K-M = 80,329, d.f.= 4, p=0,001) (Fig. 5).

Em lagartas de sexto instar (alimentadas com magas firmes) a mortalidade também foi
alta, variando de 80% a 97%, e todos os tratamentos diferiram significativamente da
testemunha nao-Bt (K-M = 51,520, d.f.= 4, p= 0,001) (Fig. 6). A variagdo da expressao das
proteinas Cry entre as diferentes partes da planta e ao longo das estagdes ¢ um dos fatores que
afeta a sobrevivéncia larval de H. armigera. O aumento do contetido de Cry2Ab em macas

grandes no final do ciclo da cultura foi relatado *

e este pode ter sido um dos fatores
responsaveis pelo aumento da mortalidade das lagartas alimentadas com macas firmes em

nosso estudo.
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E possivel também que alguns fatores ndo-Bt tenham contribuido com aumento da
mortalidade das lagartas de quinto e sexto instar de H. armigera quando alimentadas com
magas firmes de plantas de algoddo mais desenvolvidas. Segundo Sivasupramaniam et al.?* a
alimentacdo de lagartas de H. zea com macas de algodoeiro nao-B¢ promoveu reducao de peso
e maiores indices de mortalidade das lagartas em relacdo aos individuos alimentados com
folhas e outras estruturas mais jovens das plantas. Estes autores sugerem também uma
potencial influéncia ndo-Bt sobre a bioatividade de tecidos no final do ciclo das plantas,
devido a quantidade de tecidos consumidos e a variacdo da qualidade nutricional dos
diferentes tipos de tecidos vegetais. Além da qualidade nutricional, a mortalidade pode estar
associada a presenca de compostos quimicos ndo proteicos de defesa produzidos pelas
plantas.>® Compostos nio nutricionais como o gossipol, que ocorre naturalmente nas
sementes, estruturas reprodutivas e folhas de planta de algoddao, podem afetar o
aproveitamento nutricional da planta pelo inseto herbivoro.?®3! Esse aleloquimico além de
afetar o peso larval e pupal, o tempo de desenvolvimento e a sobrevivéncia larval, também
inibiu a alimentacdo de H. zea e H. virescens.?>3! Estudos recentes também relatam o efeito
negativo do gossipol sobre lagartas de H. armigera.>*>

No quinto e sexto instares a cultivar FM 940GLT® diferiu das demais variedades Bt
testadas, pois promoveu maior redu¢do da sobrevivéncia no menor periodo de tempo.

As variedades Bt DP 555BGRR® (CrylAc), FM 975WS® (CrylAc + CrylF), DP
1228B2RF® (CrylAc + Cry2Ab2) e FM 940GLT® (Cryl Ab + Cry2Ae) apresentam eficiéncia
de controle sobre H. armigera, pois afetam a negativamente a sobrevivéncia das lagartas. As
tecnologias 1228B2RF® (CrylAc + Cry2Ab2) e FM 940GLT® (CrylAb + Cry2Ae), eventos
piramidados, com duas proteinas Bt, que atuam em sitios de ligagdo distintos, de maneira
geral apresentaram os melhores resultados para a mortalidade. Quando ocorre a sobrevivéncia
de individuos, as variedades Bt DP 555BGRR® e FM 975WS® promovem o alongamento do
periodo larval e redu¢do na biomassa de pupas, que ¢ consequentemente resultante da
diminui¢do da alimentacdo das lagartas. No quinto e o sexto instares larvais, H. armigera
alimentada com macas firmes ¢ altamente suscetivel as quatro variedades de algodoeiros Bt
testadas.

A tecnologia TwinLink® inserida na variedade FM 940GLT®, que expressa as
proteinas CrylAb + Cry2Ae, lancada em 2013 no Brasil, mesmo ano do registro da H.
armigera no pais, teve as melhores porcentagens de controle das lagartas nos seis instares
avaliados, esses resultados sdo importantes, pois este ¢ o primeiro registro da avaliacdo desta

tecnologia para a espécie. Portanto, infere-se que a utilizacdo de eventos piramidados em
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algoddo, com pelos menos duas proteinas Bf, que atuam em sitios de ligagdo distintos, se
mostrou mais efetiva no controle dos instares larvais de H. armigera. Além dessa estratégia,
faz-se necessario a manutenc¢do de areas de refugio estruturado e efetivo de pelo menos 20%
de area total e refigios alternativos, com outras plantas hospedeiras, como estratégia
complementar ao refiigio estruturado, visando a reducdo da utilizacdo de inseticidas quimicos
e aumento na densidade de inimigos naturais, contribuindo para diminui¢do dos impactos

ambientais e sustentabilidade das tecnologias Bt disponiveis.
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Figura 1. Curvas de sobrevivéncia de lagartas de primeiro instar de Helicoverpa armigera
alimentadas com folhas de algodoeiros Bt DP 555BGRR® (Bollgard), FM 975WS®
(WideStrike), DP 1228B2RF® (Bollgard II), FM 940GLT® (TwinLink) e ndo-Bt (FM
982GL"™) em condigdes de laboratério (25 + 2° C, 70 £ 10% UR e fotofase de 12 horas),

Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.
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Figura 2. Curvas de sobrevivéncia de lagartas de segundo instar de Helicoverpa armigera
alimentadas com folhas de algodoeiros Bt DP 555BGRR® (Bollgard), FM 975WS®
(WideStrike), DP 1228B2RF® (Bollgard II), FM 940GLT® (TwinLink) e ndo-Bt (FM
982GL"™) em condigdes de laboratério (25 + 2° C, 70 = 10% UR e fotofase de 12 horas),

Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.
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Figura 3. Curvas de sobrevivéncia de lagartas de terceiro instar de Helicoverpa armigera
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(WideStrike), DP 1228B2RF® (Bollgard II), FM 940GLT® (TwinLink) e ndo-Bt (FM
982GL"™) em condi¢des de laboratorio (25 + 2° C, 70 + 10% UR e fotofase de 12 horas),

Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.
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982GL"™) em condi¢des de laboratério (25 + 2° C, 70 + 10% UR e fotofase de 12 horas),

Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.
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(WideStrike), DP 1228B2RF® (Bollgard II), FM 940GLT® (TwinLink) e ndo-Bf (FM
982GL"™) em condi¢des de laboratério (25 + 2° C, 70 £ 10% UR e fotofase de 12 horas),

Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.
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Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.
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Tabela 1. Médias (£EP) das variaveis bioldgicas das fases imaturas de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) mantidas em folhas de

algodoeiro Bt e ndo-Bt em condig¢des de laboratério (25 +2° C, 70 + 10% UR e fotofase de 12 horas), Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Tratamentos Mortalidade Duracao das fases imaturas (dias) Biomassa de
Larval (%) Lagarta Pré-pupa Pupa pupas (g)
12,5+3,91 20,9+0,25 b 2,94+0,16 a 13,00+0,17 a 0,345+0,01 a
FM 982GL® (ndo-Bf)
(40) (35) (35) (28) (33)
65,0+7,82 33,43+1,18a  2,36+0,15 ab 12,79+0,28 a 0,230+0,01 b
DP 555BGRR® (CrylAc)
(40) (14) (11 (14) (6)
85,0+6,70 26,83+0,79a  2,17+£0,17 b 12,20+0,37 a 0,192+0,01 b
FM 975WS® (CrylAc + CrylF)
(40) (6) (6) (5) (5)
DP 1228B2RF® (CrylAc + 100+0,00
Cry2Ab2) (40)
100+0,00
FM 940GLT® (CrylAb + Cry2Ae) 40) - - - -

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade.

Numero de individuos entre parénteses.
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MANUSCRITO 1V

Suscetibilidade de Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera:
Noctuidae) a bioinseticidas formulados a base de Bacillus thuringiensis

Berliner em soja

(De acordo com as normas do periddico “Florida Entomologist”, com adaptagdes para

as normas de “Redac¢do de Tese” da Universidade Federal da Grande Dourados)
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Suscetibilidade de Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) a

bioinseticidas formulados a base de Bacillus thuringiensis Berliner em soja

Resumo

Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ uma das mais importantes
pragas da Agricultura Mundial, pois causa danos a diferentes plantas de importancia
econOmica e ¢ capaz de desenvolver rapidamente resisténcia aos inseticidas quimicos, o
que aumenta as dificuldades para o seu controle. A bactéria Bacillus thuringiensis (Bf)
Berliner apresenta propriedades inseticidas para o controle de lagartas de H. armigera.
A eficiéncia de Bt para o controle desta espécie pode variar ao longo dos estadios de
desenvolvimento e em diferentes populagdes. Assim, objetivou-se avaliar a eficiéncia de
inseticidas biologicos formulados a base de B. thuringiensis sobre lagartas de segundo e
quatro instar de H. armigera no Brasil, pais onde a espécie foi recentemente
identificada. Foram testados quatro produtos a base de Bf e avaliada a mortalidade das
lagartas de segundo e quarto instar de H. armigera, bem como o consumo foliar e os
efeitos subletais em individuos sobreviventes. As lagartas de segundo e quarto instar de
H. armigera foram suscetiveis as toxinas Cry presentes nos produtos bioldgicos
testados. O consumo foliar das lagartas ap6s 48h foi menor nas formulagdes de Bt
quando comparado a testemunha. Na avaliacdo dos efeitos subletais em lagartas de
quarto instar observou-se que apenas a duracdo do periodo larval foi afetada. De
maneira geral, as toxinas de B. thuringiensis dos produtos bioldgicos testados
demonstraram ser mais eficientes no controle de lagartas de segundo instar de H.
armigera, ocorrendo maior porcentagem de mortalidade em relacdo ao quarto instar.
No6s observamos que lagartas sobreviventes ao Bt completam o periodo larval, sofrem
um prolongamento nesse periodo, mas as formulacdes ndo afetam a duracdo da fase
pupal, a biomassa de pupas e a porcentagem de deformacdo de adultos, indicando que as
lagartas sobreviventes conseguem se desenvolver normalmente e atingir a fase adulta
para dar continuidade ao seu ciclo bioldgico. Sendo assim, a realizagdo das aplicagdes,
quando as lagartas estdo em estagios inicias, mais suscetiveis, sdo importantes, pois
controlam de maneira mais eficaz os individuos evitando a sobrevivéncia e
interrompendo o ciclo da praga. Os dados aqui apresentados fornecem informagdes

sobre a suscetibilidade de lagartas de H. armigera as formulagdes de Bt e sobre o efeito
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destas nos individuos sobreviventes, como subsidios para taticas de Manejo Integrado

de Pragas (MIP).

Palavras chave: controle biologico; efeito subletal; biologia; toxina Cry; MIP

Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ referida como uma das mais
importantes pragas da Agricultura na Asia, Africa, Europa e Australia (Tay et al. 2013),
devido ao seu historico de grandes surtos populacionais, dificuldade de controle e
enormes prejuizos pelo Mundo (Alvi et al. 2012; Degrande & Omoto 2013). Essa
espécie polifaga causa danos em diferentes plantas de importdncia econdmica, como
algodao (Gossypium hirsutum L.), leguminosas em geral, sorgo (Sorghum bicolor L.),
milho (Zea mays L.), tomate (Solanum lycopersicum L.), dentre outras (Cunningham &
Zalucki 2014).

No Continente Americano, a recente identificacdo de H. armigera gerou relatos
de sua ocorréncia em diferentes paises e culturas agricolas (Czepak et al. 2013a; Specht
et al. 2013; Senave 2013; Tay et al. 2013; Murta et al. 2014; Arneodo et al. 2015).
Ap0s a sua deteccdo em paises da América do Sul, observou-se que a espécie apresenta
grande adaptabilidade, ampla distribuicao geografica (Kriticos et al. 2015), elevada taxa
de reproducdo, enorme capacidade de se alimentar e se desenvolver em diferentes
espécies hospedeiras, o que resultou em perdas econOmicas significativas para a
Agricultura, devido as dificuldades para o controle eficaz da praga (Cpezak et al.
2013b), em paises como Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai.

Nesse cenario, o controle quimico ¢ a principal tatica para o manejo de H.
armigera, porém a espécie ¢ conhecida por desenvolver rapidamente a resisténcia a
inseticidas quimicos (Kranthi et al. 2002; Torres-Vila et al. 2002; Bués et al. 2005; Alvi
et al. 2012). Assim, a busca por métodos alternativos ao quimico para o controle da
praga faz-se necessaria. Entre os métodos de controle recomenda-se a aplicagdo de
produtos a base da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner para o controle destas
lagartas (Embrapa 2013). Esse entomopatdogeno apresenta propriedades inseticidas para
o controle de H. armigera (Bravo et al. 2011; Chelliah et al. 2011; Li & Bouwer 2014;
Sebastido et al. 2015) e de outras lagartas (Pereira et al. 2009; Gonzalez-Cabrera et al.
2011; Pérez-Guerrero et al. 2012), de forma eficiente e ecologicamente correta (Santos
Junior et al. 2009; Zhuang et al. 2011; Sanahuja et al. 2011). Porém, cita-se que a

eficiéncia de controle de B. thuringiensis pode ser afetada ao longo dos estddios de
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desenvolvimento larval de lepidopteros, inclusive de H. armigera (Rausell et al. 2000;
Gonzalez-Cabrera et al. 2011; Li & Bouwer 2012). Gonzélez-Cabrera et al. (2011) e
Aggarwal et al. (2006) relatam que insetos em instares avangcados comumente sdo mais
tolerantes a inseticidas biologicos de Bt, sendo estes mais eficientes sobre lagartas
pequenas (Sanahuja et al. 2011). No entanto, existem relatos conflitantes sobre a
suscetibilidade dos estadios larvais ao B. thuringiensis (Liao et al. 2002).

O conhecimento da suscetibilidade da praga em diferentes regides ¢ essencial
para formular estratégias de manejo (Babu et al. 2002). De acordo com Li e Bouwer
(2012) e Sebastido et al. (2015) a suscetibilidade de H. armigera as toxinas de B.
thuringiensis pode variar entre populacdes de diferentes paises e de origem
geograficamente distintas. Dados da suscetibilidade de populacdes brasileiras de H.
armigera as proteinas Cry sdo praticamente inexistentes (Sebastido et al. 2015),
tornando-se essencial a realizacdo de estudos para estabelecer estratégias para utilizacao
de formulagdes Bt para o controle desta praga (Avilla et al. 2005).

Assim, objetivou-se avaliar a eficiéncia de inseticidas biologicos formulados a
base de B. thuringiensis sobre lagartas de segundo e quatro instar de H. armigera, bem
como o consumo foliar e os efeitos subletais em individuos sobreviventes na cultura da

soja (Glycine max (L.) Merrill).

Material e Métodos

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Entomologia Aplicada, da
Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), no municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul (MS), Brasil.

Lagartas de H. armigera foram coletadas em uma plantacdo de soja em Sao
Gabriel do Oeste, MS, em novembro de 2014 ¢ identificadas pela técnica de PCR-RFLP
(Behere et al. 2008). A criacdo foi realizada em sala climatizada a 25+2°C, UR 70£10%
e fotoperiodo de 12/12 horas. As lagartas foram alimentadas com folhas de soja e os
adultos com solu¢dao de mel a 10%. Os ovos obtidos foram acondicionados em sacos
plasticos, previamente umedecidos com agua destilada, até a eclosdo das lagartas.

Apos a eclosdo, a lagartas foram alimentadas com folhas de soja da variedade
BMX Poténcia, até que atingissem o instar a ser avaliado. A primeira geracao do inseto

obtida em laboratério foi utilizada no estudo.
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Foram conduzidos bioensaios com lagartas de segundo e quarto instar de H.
armigera, alimentadas com folhas de soja tratadas com quatro formulagdes comerciais a
base de B. thuringiensis, Dipel® SC B. thuringiensis var. kurstaki linhagem HD-1 com
17.600 Ul/mg de poténcia (minimo de 27,5 bilhdes de esporos vidveis/g) (1,25ml/l),
Thuricide® WG B. thuringiensis var. kurstaki linhagem HD-1 com 16.000 Ul/mg de
poténcia (30-50x10? esporos viaveis/mg) (1,25g/1), Agree® WG B. thuringiensis var.
aizawai estirpe GC-91 com 25.000 IU/mg de poténcia (1 bilhdo de esporos vidveis/g)
(1,25g/1) e Costar® WG B. thuringiensis var. kurstaki estirpe SA-12 (850g/kg) (1,00g/1).

Para os testes, folhas completamente expandidas foram retiradas do ter¢o médio
das plantas de soja, recortadas em quadrados de 3 cm X 3 cm para lagartas de segundo
instar ¢ 5 cm X 5 cm para lagartas de quarto instar, e tratadas por imersdao em cada
solucdo de B. thuringiensis, por um minuto. O mesmo procedimento foi realizado para o
controle, porém, utilizando-se somente agua destilada. Apos imersdo, os quadrados
foram dispostos sobre uma peneira para secagem, durante 30 minutos (Pereira et al.
2009) e posteriormente colocados em potes plasticos (100 ml) contendo papel filtro
umidecido, e infestados com uma lagarta de segundo ou quarto instar de H. armigera.
Apds 48 horas os quadrados tratados foram substituidos por um foliolo de soja ndo
tratado (Vicente & Fonseca 2004).

As avaliagcOoes da mortalidade foram realizadas diariamente durante sete dias
(Bird & Akhurst 2007; Santos Junior et al. 2009). As lagartas foram consideradas
mortas quando imoveis, de cor preta e de aparéncia ressecada (sintoma tipico de lagartas
mortas por B. thuringiensis) (Valicente & Fonseca 2004).

A avaliacdo da area foliar consumida pelas lagartas, de segundo e quarto instar,
as 48h apds a alimentacdo foi realizada por meio da avaliagdo do alimento nao
consumido, sendo essa area estimada por andlise digital de imagens, que foram
processadas, convertidas em pixels bindrios e quantificadas com o auxilio do programa
de computador ImageJ (Schneider et al. 2012).

Com o intuito de observar possiveis efeitos subletais nas lagartas sobreviventes
aos testes de patogenicidade por formulagdes de Bt, avaliou-se a duragdo dos estagios
imaturos, biomassa de pupas e deformagdo dos adultos oriundos das lagartas
sobreviventes.

O delineamento experimental de cada bioensaio foi inteiramente casualizado
com cinco tratamentos e quarenta repeticoes (lagartas individualizadamente dispostas)

para avaliacdo da mortalidade e dez repetigdes para avaliagdo do consumo foliar. O
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nimero de repeticdes para a avaliacdo dos efeitos subletais variou conforme a
sobrevivéncia do inseto em cada tratamento. Para a interpretacio dos dados de
mortalidade foi realizada a andlise estatistica da sobrevivéncia pelo teste de Kaplan-
Meier (Gehan-Breslow). Os dados referentes ao consumo foliar e efeitos subletais em
sobreviventes ndo alcangaram a normalidade e por isso foram submetidos ao teste de

Kruskal Wallis (5%) para comparar os diferentes tratamentos.

Resultados

As lagartas de segundo instar de H. armigera foram suscetiveis as toxinas Cry
presentes nos produtos bioldgicos Agree®, Dipel®, Costar® e Thuricide®, os quais
diferiram significativamente do controle (agua) e nao diferiram significativamente entre
si (K-M= 83,827, d.f.= 4, p=<0,001) (Figura 1).

A curva de sobrevivéncia das lagartas de segundo instar mostrou que o tempo
para morte foi de 2 dias, ocorrendo a maior porcentagem de mortalidade de lagartas, nas
quatro formulacdes testadas, as 48h (dois dias apds a infestacdao) (Figura 1), com a
mortalidade variando entre 85% e 100%. Ao final das avaliagcdes ocorreu a mortalidade
de 100% das lagartas nas formulagdes testadas, exceto para Thuricide® onde a
porcentagem de sobrevivéncia foi 2,5%.

A érea foliar consumida em 48h por lagartas de segundo instar foi menor para as
formulagdes Bt testadas, e apenas para Thuricide® a area foliar consumida ndo diferiu
significativamente da testemunha (Figura 2).

Em lagartas de quarto instar a porcentagem de mortalidade diferiu entre as
formulacdes testadas (K-M= 69,149, d.f.= 4, p= <0,001) (Figura 3). As formulagdes
Agree® e Costar® promoveram as maiores porcentagens de mortalidade, 85%, com um
tempo médio de sobrevivéncia de 3,40 e 3,30 dias, respectivamente. Enquanto que os
produtos Dipel® e Thuricide® apresentaram valores menores de porcentagem de
mortalidade 60 e 68%, respectivamente. Essas duas formulacdes resultaram em um
maior tempo médio de sobrevivéncia, 4,56 dias para Dipel® e 4,37 dias para Thuricide®.

O consumo foliar das lagartas de quarto instar as 48h foi menor em todas as
formulagdes de Bt, quando comparado a testemunha (Figura 4). Observou-se que nas
folhas tratadas com as quatro formulag¢des de Bt haviam pequenos sinais de alimentagdo

ou apenas raspagem do tecido vegetal.
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Na avaliac¢do dos efeitos subletais em lagartas de quarto instar observou-se que
apenas a durag¢do do periodo larval foi afetada (Tabela 1). Em todas as formulagdes a
base de B. thuringiensis ocorreu um prolongamento do periodo larval, as quais
diferiram significativa da testemunha (agua).

As variaveis bioldgicas duracao da fase pupal, biomassa de pupas e porcentagem
de deformacdo de adultos ndo foram afetadas pelas toxinas de B. thuringiensis das

formulacdes e dose testadas (Tabela 1).

Discussao

As proteinas Cry de Bt presentes nas formulagdes testadas sdo relatadas como
toxicas as lagartas de H. armigera (Liao et al. 2002; Bravo et al. 2011; Chelliah et al.
2011; Sebastido et al. 2015).

A elevada suscetibilidade das lagartas de segundo instar as quatro formulagdes
Bt testadas evidencia o potencial de controle destes produtos sobre lagartas de H.
armigera neste instar. Formula¢des comerciais de Bt geralmente contém um multiplo de
proteinas toxicas (Bird & Akhurst 2007) e essa associagdo de toxinas aumentam sua
eficiéncia devido ao sinergismo entre essas (Avilla et al. 2005), uma vez que a mistura
de diversas proteinas Cry apresenta maior atividade do que as proteinas isoladas
resultando em um controle mais eficiente de pragas. Porém, ¢ importante ressaltar que a
natureza da interacdo entre proteinas Cry pode afetar a eficiéncia dos produtos
formulados sobre as diferentes espécies de insetos.

Outro fator importante relacionado a eficiéncia dos produtos a base de Bt, € o
fato de que além de proteinas as formulagdes de Bt contém esporos. Essa combinagao
esporo-cristal pode apresentar efeito sinérgico (Avilla et al. 2005) promovendo o
aumento na toxicidade de Bt e em alguns casos resultar no aumento da mortalidade
larval (Liu et al. 1998; Chandrashekar et al. 2005).

O tempo médio de dois dias de sobrevivéncia das lagartas de segundo instar
aliado a reduc¢do de area foliar consumida nas formulacdes Bt confirmam a eficiéncia
destes produtos. As toxinas de Bt promovem a mortalidade, pois atuam causando a
desintegracdo das células do intestino médio das larvas, promovendo o desequilibrio
i6nico e eventual morte do inseto (Chandrashekar et al. 2005; Sanahuja et al. 2011).
Abd El-Ghany et al. (2015) analisando a histopatologia do intestino médio das larvas de

H. armigera alimentadas com cristais de Bt observaram a degeneragdo das células
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colunares, a destruicao das microvilosidades e da membrana peritréofica, o aparecimento
de numerosos vacuolos no citoplasma e nas organelas citoplasmaticas, além do
encolhimento do nucleo e destrui¢do da bainha nuclear. Essa desintegracao das células
do intestino afeta a alimentagdo do inseto, pois pouco tempo apos a infeccao o inseto
cessa sua alimentacdo, podendo morrer por inani¢do ou septicemia (Sanahuja et al.
2011).

A mortalidade das lagartas em um curto periodo de tempo resulta na redugao do
consumo e consequentemente em menores danos as plantas. Lalitha et al. (2011)
também relatam a eficacia de isolados de Bt reduzindo a populagdo de H. armigera em
feijdo Lablab purpureus (L.) Sweet, bem como a reducdo dos danos em vagens.

A area foliar consumida por lagartas de segundo instar para a formulagao
Thuricidae® também foi minima, porém nio diferiu da testemunha, provavelmente isso
se deve ao fato de que houve sobrevivéncia de 2,5% dos individuos neste tratamento os
quais continuaram se alimentando.

O menor consumo foliar ¢ o prologamento do periodo larval em lagartas de
quarto instar sobreviventes se devem a suscetibilidade de H. armigera as toxinas Bt,
pois a suscetibilidade est4 associada com a inibi¢do do crescimento para a espécie (Bird
& Akhurst 2007). Segundo Van Frankenhuyzen (2009) os efeitos subletais (inibi¢ao da
alimentacdo e do crescimento) sdo os mais sensiveis indicadores de toxicidade das
proteinas Cry de Bt. Assim, o prolongamento do periodo larval ocorre como estratégia
para o inseto adquirir as reservas nutricionais e peso necessarios para atingir a fase de
pupa e posteriormente adulta.

Babu et al. (2002), Avilla et al. (2005) e Li e Bouwer (2012) relataram a inibigao
do crescimento larval em lagartas de H. armigera alimentadas com dieta contendo
toxinas Cry. A mistura de diferentes toxinas Cry, o que geralmente ocorre em
formulagdes comerciais de Bt (Bird & Akhurst 2007), apresenta efeitos aditivos na
inibi¢do do crescimento das larvas de H. armigera (Ibargutxi et al. 2008).

Os resultados aqui apresentados contrariam Babu et al. (2002), que sugerem que
o fato da toxina Cry2Aa causar a inibicdo do crescimento em larvas sobreviventes, essas
ndo se tornariam adultos normais. Como foi aqui observado as lagartas de quarto instar
que sobrevivem e completam o periodo larval, sofrem um alongamento nesse periodo,
mas as formulagdes ndo afetam a duragdo da fase pupal, a biomassa de pupas ¢ a
porcentagem de adultos deformados, indicando que os sobreviventes conseguem se

desenvolver normalmente e atingir a fase adulta para dar continuidade ao seu ciclo
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bioldgico. Assim, as aplicacdes d e Bt formulados quando as lagartas estdo em estadios
inicias, relatados como mais suscetiveis, sdo extremamente importantes, pois controlam
de maneira eficaz os individuos evitando a sobrevivéncia e possiveis danos posteriores.

A maior porcentagem de sobrevivéncia das lagartas de quarto instar foi nas
formulacdes de Dipel® e Thuricide® o que revela a menor sensibilidade de H. armigera
a estas formulagdes e concentragdes.

De maneira geral, as toxinas de B. thuringiensis dos produtos biologicos testados
demonstraram ser mais eficientes no controle de lagartas de segundo instar de H.
armigera, ocorrendo maior porcentagem de mortalidade em relagdo ao quarto instar.
Virios estudos relatam a influéncia do estadgio de desenvolvimento larval, reduzindo a
suscetibilidade desta espécie as toxinas de Bt (Bird & Akhurst 2007; Li ¢ Bouwer
2012). Gonzélez-Cabrera et al. (2011) e Aggarwal et al. (2006) relatam que insetos em
instares avancados comumente sdo mais tolerantes a inseticidas bioldgicos de Bt, sendo
estes mais eficientes sobre lagartas em instares iniciais. Essa diminuicdo da
suscetibilidade das lagartas ao Bt ao longo do desenvolvimento larval é explicada por
Rausell et al. (2000) que em seus estudos com Thaumetopoea pityocampa (Schift.)
((Lepidoptera: Notodontidae) correlacionaram a diminui¢do da toxicidade da toxina
CrylAb durante o desenvolvimento larval com a perda ou redugdo da afinidade de um
sitio de ligagdo para esta toxina em larvas de ultimo instar. Uma vez que a ligacao das
toxinas Cry aos receptores do intestino médio do inseto ¢ um passo fundamental no
modo de agdo das toxinas de B. thuringiensis, a perda desses receptores com o aumento
da idade larval resulta na diminui¢ao da toxicidade destas toxinas as larvas (Rausell et
al. 2000).

Bird e Akhurst (2007) relatam que lagartas de terceiro instar de H. armigera
apresentaram maior tolerancia as toxinas de Bt em relagdo a lagartas neonatas. No
entanto, existem relatos conflitantes sobre a suscetibilidade dos estagios larvais ao B.
thuringiensis (Liao et al. 2002). Liao et al. (2002) comparando a suscetibilidade de H.
armigera ao Bt, em dieta incorporada com solucdo de Dipel®, observaram que houve
diminui¢do da mortalidade no quinto instar quando comparado ao segundo instar,
porém a mortalidade do terceiro instar quando comparada a das neonatas nao diferiu.
Esses resultados revelam a necessidade do cuidado ao se comparar dados oriundos de
diferentes protocolos experimentais (Avilla et al. 2005; Bird & Akhurst 2007; Van
Frankenhuyzen 2009).
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Faz-se necessario ressaltar que varios fatores podem afetar a suscetibilidade da
praga as toxinas de B. thuringiensis, entre esses a variabilidade entre populacdes
geograficas diferentes (Frankenhuyzen 2009; Li e Bouwer 2012; Sebastido et al. 2015),
o historico das taticas de controle utilizadas na area de coleta (Chandrashekar et al.
2005), as diferencas nos protocolos de bioensaios e nas condi¢gdes experimentais, tais
como temperatura e umidade, e também o vigor da popula¢do podem influenciar na
capacidade de tolerancia de um inseto para suportar o estresse imposto pelo Bz (Avilla et
al. 2005; Bird & Akhurst 2007).

Os dados apresentados em nosso estudo fornecem informagdes sobre a
suscetibilidade de lagartas de H. armigera as formulacdes Bt e sobre o efeito destas
sobre os individuos sobreviventes. Estas informag¢des sdo importantes para o
desenvolvimento de programas de manejo integrado da praga em campo, visando a
defini¢@o de aplicacdes de controle efetivo, bem como a utilizagdo desses produtos para
o controle de lagartas em areas de ocorréncia de escape do controle por plantas Bt e
também para produtores que optam pela producdo organica, uma vez que sao

alternativos aos quimicos e apresentam eficiéncia de controle e redugdo de danos.
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Figura 1. Curvas de sobrevivéncia de lagartas de segundo instar de Helicoverpa
armigera alimentadas com folhas de soja tratadas com diferentes formulacgdes
inseticidas a base de Bacillus thuringiensis em condigdes de laboratorio (25 +2° C, 70 £+
10% UR e fotofase de 12 horas), Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. Anélise

estatistica da sobrevivéncia pelo teste de Kaplan-Meier (Gehan-Breslow).
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Figura 2. Média da 4rea foliar consumida (cm?) em 48h por lagartas de segundo instar
de Helicoverpa armigera alimentadas com folhas de soja tratadas com diferentes
formulagdes inseticidas a base de Bacillus thuringiensis em condi¢des de laboratorio
(25 £ 2° C, 70 £ 10% UR e fotofase de 12 horas), Dourados, Mato Grosso do Sul,
Brasil. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente pelo teste de

Kruskal Wallis a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Curvas de sobrevivéncia de lagartas de quarto instar de Helicoverpa armigera
alimentadas com folhas de soja tratadas com diferentes formulagdes inseticidas a base
de Bacillus thuringiensis em condi¢des de laboratorio (25 + 2° C, 70 + 10% UR e
fotofase de 12 horas), Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. Andlise estatistica da

sobrevivéncia pelo teste de Kaplan-Meier (Gehan-Breslow).
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Figura 4. Média da 4rea foliar consumida (cm?) em 48h por lagartas de quarto instar de
Helicoverpa armigera alimentadas com folhas de soja tratadas com diferentes
formulagdes inseticidas a base de Bacillus thuringiensis em condi¢des de laboratorio
(25 £ 2° C, 70 = 10% UR e fotofase de 12 horas), Dourados, Mato Grosso do Sul,
Brasil. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente pelo teste de

Kruskal Wallis a 5% de probabilidade.

89



Tabela 1. Médias (£EP) das varidveis biologicas de lagartas de quarto instar de

Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) sobreviventes apds alimentagdo em

laboratorio com folhas de soja tratadas com diferentes formulagdes inseticidas a base de

Bacillus thuringiensis em condi¢des de laboratorio (25 + 2° C, 70 £ 10% UR e fotofase

de 12 horas), Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

Duragao das fases imaturas (dias) Deformagao
Biomassa de
Tratamentos L 1 P © de adultos
arva upa™ pupas (g)™
’ (%)
20.46+0.15b 13.13+£0.14 0.246 + 0.00 0.00
Controle (agua)
(39) (38) (39) (38)
2575+0.75a 13.25+0.48 0.240 £ 0.01 0.00
Agree® (1,25 g/L)
4) “4) “4) “4)
. 26.43+0.51a 13.07 £0.22 0.227 +£0.01 0.00
Dipel® (1,25 ml/L)
(14) (14) (14) (14)
26.50£0.57a 13.18 +£0.23 0.254 £0.01 0.00
Thuricide® (1,25 g/L)
(12) (11) (12) (11)
26.00+£0.63 a 13.00 £ 0.45 0.248 +£0.01 0.00
Costar® (1,00 g/L)
(6) (6) (6) (6)
Valor de p <0.05 >0.05 >0.05 -

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Kruskal

Wallis a 5%.

"SMédias nao significativas pelo teste de Kruskal Wallis a 5%.

Numero de individuos entre parénteses.
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Conclusoes e consideracioes finais

A variagdo de hospedeiros afetou o desempenho biologico de H. armigera.
Quando alimentada com folhas de soja, algodoeiro e feijoeiro essa espécie sobrevive,
desenvolve e reproduz, demonstrando que H. armigera tem potencial de multiplicagdo
em culturas agricolas de importancia econdmica no Brasil. Ja as folhas de milho ndo
permitem o desenvolvimento de H. armigera, entretanto em meristema do cartucho do
milho a espécie se desenvolve e reproduz. Em buva as lagartas ndo se desenvolvem,
demostrando que esta planta espontanea atue apenas como um hospedeiro temporario na
auséncia de hospedeiros preferenciais e adequados para espécie.

A soja Bt que expressa a proteina Cry 1Ac ¢ uma tatica de controle eficiente
sobre os seis instares larvais de H. armigera, recém introduzida no Brasil.

Os algodoeiros Bt DP 555BGRR® (CrylAc), FM 975WS® (CrylAc + CrylF),
DP 1228B2RF® (CrylAc + Cry2Ab2) e FM 940GLT® (CrylAb + Cry2Ae) afetaram
negativamente a sobrevivéncia das lagartas H. armigera. Em individuos sobreviventes,
nas variedades Bt DP 555BGRR® e FM 975WS®, ocorreu o alongamento do periodo
larval e redug@o no peso de pupas. A utilizagdo de eventos de algodao piramidados, com
duas proteinas Bt com mecanismos de acdo distintos, se mostrou mais efetiva no
controle dos instares larvais de H. armigera.

As lagartas de H. armigera foram susceptiveis as proteinas Cry de B.
thuringiensis presentes nos produtos formulados Agree®, Dipel®, Costar® e Thuricide®.
Em lagartas de quarto instar sobreviventes apenas ocorre um alongamento do periodo
larval, mas essas conseguem se desenvolver e tornam-se adultas normais para dar
continuidade ao seu ciclo bioldgico. De maneira geral, as lagartas em estadios inicias
foram mais suscetiveis aos formulados a base de Bz, desmontrando que a realizagdo das
aplicacdes quando as lagartas estdo em estddios inicias, mais suscetiveis, sdo
importantes, pois controlam de maneira mais eficaz os individuos evitando a
sobrevivéncia e interrompendo o ciclo da praga.

Nossos resultados contribuem com informagdes para entender as consequéncias
da introducdo de H. armigera no Brasil, fornecem informagdes importantes para
subsidiar taticas de MIP, indicando que esta praga tem 6timas condi¢des de adaptacao
as culturas da soja, do algodao e do feijao no Brasil, com controle biotecnologico
efetivo disponivel para as duas primeiras espécies vegetais e controle microbiano capaz

de promover elevadas mortalidades de lagartas desta praga.
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