SILVERIO DE OLIVEIRA CAMPOS

HORMESE INDUZIDA POR CrylFa EM
Spodopterafrugiperda

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pé6s-Graduagao em Entomologia,
para obtenc¢do do titulo de Magister Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2015



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vigosa

Campos, Silverio de Oliveira, 1987-
C198h Hormese induzida por CrylFa em Spodoptera frugiperda /
2015 Silverio de Oliveira Campos. — Vigosa, MG, 2015.
vi, 20f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Eliseu José Guedes Pereira.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliogréficas: f.18-20.

1. Hormese. 2. Spodoptera frugiperda. 3. Bacillus
thurigiensis. 4. Toxicologia. I. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Entomologia. Programa de Pds-graduacao em
Entomologia. II. Titulo.

CDD 22. ed. 595.78




SILVERIO DE OLIVEIRA CAMPOS

HORMESE INDUZIDA POR CrylFa EM
Spodoptera frugiperda

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Poés-Graduagdo em Entomologia,
para obtencdo do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 27 de julho de 2015.

YL 0

arciso Carv

i hal_ !

Haddi Khalid

% uaewo Mé [/ow}ﬁ

emo Eduardo de Ollvelfé
(Coorientador)

=

NG

fo!

edes Pereira

4
Eliseu Jos

T1E

ador)




A meus pais Irani e Francisco,aos meus avos, que com o exemplo de vida me
apresentaram a importancia da honestidade e persisténcia. A minha namorada

Veronica, por todo o incentivo, carinho e companheirismo.

A Deus por tudo.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vicosa e ao Programa de Pés-Graduagio em
Entomologia pela formacdo académica de graduacdo e pds-graduagdo, bem como ao

CNPq pela concessdo da bolsa.

Ao Prof. Eliseu José Guedes Pereira pela oportunidade e pela orientacdo
durante um ano na graduacdo e pelos dois anos de mestrado e ao Prof. Eugénio
Eduardo de Oliveira pela co-orientacdo, bem como ao Prof. Raul Narciso Carvalho
Guedes pelas dicas na realizacdo deste trabalho, principalmente na andlise dos

resultados.

Ao Prof. Marcelo Coutinho Picanco pela orientacdo durante quatro anos na

graduacio e pelos seus ensinamentos.

Aos  colegas do Laboratério de  Interacdo  Inseto-Planta:
Afonso,André,Aniely,Clébson, Diogo, Fernanda, Jaciara, Nilson, Mauricélia e
Marcelo pela amizade e colaboracdo durante estes dois anos de convivéncia, e
principalmente ao Oscar, Isabella, Cleomar, Jodo Victor pela grande e essencial

contribuicao nos experimentos deste e de outro trabalho.

A todos os meus amigos da Agronomia e da UFV pelos bons momentos

vividos nestes 0ito anos.



SUMARIO

RESUMUO ...t ettt ettt e e e v
ABSTRACT ..ottt ettt e st e st e s eenibee e vi
INTRODUGAO. ..ottt 1
MATERIAL E METODOS .........oovuiiiiiiinniieeiseisesiee s 3
Origem e manutencao de POPULACOES .......eeerereerririiiiiiiiiieeeeeeeriiiiieeeeeeeeesriibrreeeeeeeeesennenraeeeas
TOXINA PUITFICAAA . ....evviiieeeiiiiiiieeeee ettt e e e e e ettt eeeeeeessantbbaeeeeeeeeennnnnns
Bioensaios com toXina €M dIBTa ......coouureeiiiiiieeiiiiieee ettt e e e e e
Bioensaios com folhas de milho Bt € nA0-Bt ...........ooiiiiiiiiiiiiiiiiiee
TaAbEIA & VIAA....ciiiiiiiieiiie et et e et e e e
ANAIISES ESLALISTICAS ...veeeeuieiieeeeiiiiee ettt ettt e ettt e e ettt e e e ettt e e e sabb b e e e esabteeeeesbrbeeeenaes
RESULTADOS ...t ettt et e st esnreeeeane 7
Bioensaios com toXina €M dIBTa ........ouueeieiiiiieiiiiiieee ettt et e e e e
Bioensaios com folhas de plantas de milho Bt € n20-Bt...........ccooooiiiiiiiiiiieiiiiiieeee e,
DISCUSSAOQ ..ot 9
CONSIDERACOES FINAIS..........coooviiiiiiieeeeeeeeeeee e 12
FIGURAS E TABELAS ...ttt 13
REFERENCIAS ..ottt 18



RESUMO

CAMPOS, Silverio de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2015. Hormeselnduzida por CrylFa emSpodopterafrugiperda. Orientador: Eliseu
José Guedes Pereira. Coorientador: Eugénio Eduardo de Oliveira.

Respostas subletais a toxinas de Bacillusthuringiensis (Bt) sdo frequentemente
negligenciadas em estudos de toxicidade a Bt, muito embora efeitos estimulantes
associados a baixas doses de compostos toxicos que sdo inseticidas em doses mais
elevadas ja foram reconhecidas como um fendmeno toxicolégico geral. A evidéncia
para uma relacdo dose-resposta bifdsica, ou hormese, foi reconhecida como uma das
possiveis causas subjacentes ao ressurgimento de pragas e erupcdo de pragas
secunddrias. Hormese tem também implicacdes potencialmente importantes para
manejo de populacdes de insetos-pragas resistentes a plantas Bt, mas faltam
evidéncias de sua ocorréncia em tal contexto. Neste estudo, é relatado efeito
estimulante de doses subletais da toxina CrylFa em wuma linhagem de
Spodopterafrugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) resistente a esta toxina. Bioensaios
foram realizados em laboratério usando recipientes com dieta artificial tratada
superficialmente com CrylFa. Larvas neonatas foram expostas a dieta por dez dias e
os niveis de mortalidade e inibicdo de crescimento foram avaliados. Parametros de
desempenho demogrifico foram estimados a partir de tabelas de fertilidade para
insetos expostos a toxina em dieta artificial e em folhas de milho Bt. Observou-se um
pico na taxa reprodutiva liquida em 729 ng/cm2 de CrylFa, resultando em um pico
na taxa intrinseca de crescimento populacional nesta dose. Também ocorreu aumento
crescente no desempenho populacional em baixas doses de CrylFa na dieta e estes
foram correlacionados com a biomassa pupal dos pais. Na tabelas de vida usando
folhas de milho Bt CrylF e ndo-Bt, os insetos expostos ao milho Bt tiveram reducao
no tempo de geracdo (7) em relagdo aos insetos nao-expostos. Esses resultados sio
consistentes com hormese induzida pela toxina Bt CrylFa em S. frugiperda.
Algumas implicagdes potenciais desse fendmeno sdo discutidas nesta dissertacdo de

mestrado.



ABSTRACT

CAMPOS, Silverio de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2015.
CrylFa-Induced Hormesis in Spodopterafrugiperda. Advisor: Eliseu José Guedes
Pereira. Co-advisor: Eugénio Eduardo de Oliveira.

Sublethal responses to Bacillus thuringiensis (Bt) toxins are often overlooked in
studies of toxicity to Bt, even though stimulatory effects associated with low doses of
toxic compounds that at higher doses have already been recognized as a general
toxicological phenomenon. The evidence for a biphasic dose-response relationship,
hormesis, was recognized as one of the possible underlying causes of pest resurgence
and secondary pest outbreaks. Hormesis also has potentially important implications
for pest management of insect populations resistant to Bt plants, but evidence for this
has yet to be shown. In study, stimulatory effects of sublethal concentrations of
CrylFa are reported in a strain of Spodopterafrugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)
resistant to this toxin. Bioassays were performed in the using artificial diet
superficially treated with CrylFa. Neonates were exposed for ten days, when larval
mortality and growth inhibition were assessed. Demographic performance
parameters were estimated using fertility life tables for insects exposed to the toxin
on artificial diet or in leaves of Bt maize. An elevation in the net reproductive rate
was observed at the concentration of 729 ng/cm® CrylFa, thus resulting in elevated
intrinsic rate of population increase at this toxin concentration. Also, elevated
population performance occurred under low CrylFa diet concentrations and these
were correlated with the parental pupal biomass. For life table constructed for
armyworms on maize leaves, the insects exposed to Bt CrylF maize foliage had
reduced generation time (7) compared to those feeding on non-Btisoline maize.
These results are consistent with hormesis induced by the Bt CrylFa toxin in S.
frugiperda. Some potential implications of this phenomenon arediscussed in this

master thesis.
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INTRODUCAO

Resisténcia a compostos téxicos € importante ndo somente como modelo de
estudo de microevolucdo, mas também como uma estratégia de monitoramento
ambiental in situ e como uma preocupacdo econdmica devido ao potencial
comprometimento do controle da praga-alvo (Brattsten et al., 1986; Knight e Norton,
1989; Hemingway et al., 2002; Guedes et al., 2010). A resisténcia ¢ um problema
continuo de atencdo, que historicamente tem se baseado fortemente em efeitos letais
de compostos toxicos. Embora a importancia desses efeitos seja inegdvel, estimativas
do efeito letal necessariamente requerem doses relativamente altas destes compostos
em bioensaios o que limitam a compreensdo do impacto potencial de doses baixas

(sub-letais) destes compostos.

Dentre oscompostos toxicos a artrépodes, destacam as toxinas ativas de
Bacillusthuringiensis (Bt) que sdo atualmente expressas em plantas transgénicas. A
rapida adogdo desta tecnologia e seu uso extensivo tem aumentado o risco de selecdo
de populagdes deinsetos-praga-alvo adaptadas a essas toxinas (Tabashnik et al.,
2013). O alto risco ocorre devido a presencacontinua da proteina inseticida ao longo
do desenvolvimento fenolégico das plantas Bt, o que exerce uma elevada pressao de
selecdo de gendtipos resistentes (Gould, 1998). Além disso, os poucos estudos sobre
a produgdo destas toxinas Bt nas plantas relatam que essas sdo produzidas
heterogeneamentenas diferentes fases fenoldgicas e estruturas da planta
transgénica(Nguyen e Jehle, 2007; Székacs et al., 2010), o que pode provocar efeitos

diversos no inseto-alvo além de potencialmente comprometer o critério de altadose.

Efeitos estimulantes associados a baixas doses de compostos que sdo toxicos
em doses mais elevadas, tais como pesticidas, tém sido amplamente relatados e mais
recentemente estao se tornando reconhecidos como um fendmeno toxicolégico geral
(Calabrese e Baldwin, 2003; Calabrese, 2004; 2008; Guedes e Cutler, 2014). A
evidéncia de tal relacdo dose-resposta bifasica de toxina Bt ainda é escassa em
insetos alvos, mas poderia estar como uma das causas potenciais subjacentes ao
ressurgimento de pragas e surtos de pragas secunddrias, pois estes ja sdo

reconhecidos em inseticidas (Hardin et al., 1995; Zanuncio et al., 2003; Cohen, 2006,
Cutler et al., 2009; Guedes et al., 2009; Guedes et al., 2010). Além disso, a evidencia



de hormese empardmetros de desempenho bioldgico de inseto praga e as suas
implicacdes tém sido escassos, apesar da sua importincia para uma compreensiao
abrangente dos efeitos das toxinas em populacdes de pragas (Forbes e Calow, 1999;

Stark e Banks, 2003; Guedes et al., 2009).

Entretanto, dos seis casos de resisténcia reportados no mundo em plantas que
produzem toxinas Bt em condi¢des de campo, dois se referema lagarta-do-cartucho,
Spodopterafrugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) em milho CrylF (evento TC1507).
Estes dois casos aconteceram em Porto Rico e Brasil com apenas quatro anos de
comercializacdo (Storer et al., 2010; Farias et al., 2014). O caso de Porto Rico foi o

primeiro de resisténcia que levou a retirada de uma cultura Bt do mercado

(Tabashnik et al., 2013).

Entre as possiveis causas que levaram a resisténcia destas linhagens de S.
frugiperda ao milho CrylF, tem se mencionado que o evento TC1507, que expressa
esta toxina, nao éde alta dose (Santos-Amaya, 2014; Farias et al. 2015). Além disto,
condicdes de estresses nas plantas,por exemplo,por falta de irrigacdo adequada,
podem causar baixa producdo de toxina pelas plantas. Estas duas condicdes de baixa
producdo de toxina poderiam causar em insetos efeitos subletais ou estimulantes de
hormese, o que precisa ser estudado porque poderiam ter implicacdes no emprego e

manejo de resisténcia de insetos em culturas transgénicas Bt.

O termohormesepara o fendmeno estimulatério de compostos téxicos
originou-se do grego e significa “para excitar”. Por conseguinte, hormesepode ser
definida como uma relacdo de dose-resposta caracterizada por uma inversao na
resposta entre baixas e altas doses de um estressor (por exemplo, um inseticida),
caracterizando assim uma relacdo bifdsica. As doses que causam resposta hormética
sdo limitadas afaixas tipicamente abaixo da concentracdo sem efeitos observaveis,
embora este ndo € sempre o caso para artrOpodes em resposta apesticidas (Guedes et

al, 2014).

Assim, este trabalho de dissertagdo propode estudar se a toxina de BtCrylFa
pode induzir o efeito de hormese em uma linhagem resistente de S. frugiperda. Os
resultados deste trabalho mostram que em doses intermediarias de CrylFa ocorre

aumento na taxa reprodutiva liquida (Rp), e mais relevante ainda, na taxa intrinseca



de crescimento populacional (r,) da linhagem resistente a CrylFa; em doses
superiores foi observado reducdo nas estimativas destes dois parametros de
desempenho demogréfico, o que confirma o efeito de hormese produzido por CrylFa
nesta linhagem de S. frugiperda. Estes resultados t€m implicacdes importantes para o
uso de plantas transgénicas para o controle de S. frugiperda no Brasil e para o

manejo da resisténcia de plantas transgénicas expressando CrylFa.

MATERIAL E METODOS

Origem e manutencio de populac¢oes

A populacdo de S. frugiperda é altamente resistente a toxina CrylFa, tendo
uma razdo de resistencia superior a 183 vezes em relacio a populacdo
suscetivel(Santos-Aamaya, 2014). Esta populagado resistente foi originada a partir de
insetos provenientes de quatro estados produtores de milho (Parand, Mato Grosso,
Distrito Federal e Goids). A selec@o foi realizada a partir de folhas de milho CrylFa
do evento TC1507 expostas por 11 geragdes. Esta linhagem € resistente a toxina
CrylFa e ndo apresentam custo adaptativo associadas a resisténcia a toxina. O
principal mecanismo de resisténcia presente € o nivel reduzido de alcalino fosfatase
ligadas a membrana do intestino médio (mALP) (Santos-Amaya, 2014).

Os insetos foram mantidos usando métodos adaptados de Kasten Jr. et al.
(1978). As mariposas foram colocadas em gaiolas de PVC de 40 cm de altura x 30
cm @ com papel sulfite nas paredes internas para oviposi¢cdo e com solugio a base de
10% acucar € 5% é4cido ascorbico embebida em algoddo para alimentagdo. Os ovos
foram coletados a cada dois dias, durante quatro dias, e armazenados em sacolas
plasticas até eclosdo. Grupos de neonatas foram transferidos para dieta artificial
(Kasten Jr. et al.,1978)em copos plasticos de 500 ml até o 2° instar e depois
individualizadas em bandejas de PVC de 16 células (Advento do Brasil, Diadema,
SP) até pupa. As criacOes foram mantidas em ambiente controlado com temperatura

de 27 + 2°C, umidade relativa de 70 + 15 % e fotoperiodo de 14L: 10E.



Toxina purificada

A toxina CrylFa utilizada nos bioensaios foi obtida do laboratério da Dra.
Marianne P. Carey, (Case Western Reserve University, OH). A proteina foi ativada
com tripsina e purificada em HPLC, sendo fornecida na forma liofilizada. A
toxicidade da CrylFa do estoque utilizado nos bioensaios para S. frugiperda é
semelhante aquela obtida em outros laboratérios tais como da Universityof

Nebraska-Lincoln (Santos-Amaya, 2014).

Bioensaios com toxina em dieta

Bioensaios foram conduzidos usando a técnica descrita por Marcon et al.,
(1999) com pequenas modificacdes. Foram utilizadas bandejas de 128 células (CD
International Inc., Pitman, NJ). Um mililitro de dieta artificial foi colocado em cada
célula, deixando-se solidificar. Utilizaram-se seis concentracdes da toxina purificada
mais o controle sem toxina. As dilui¢des foram feitas em detergente ndao iOnico
Triton-X-100 a 0,1% para obter espalhamento uniforme na superficie da dieta. Cada
célula foi tratada superficialmente com 30 puL da concentragdo indicada. O controle
consistiu em células tratadas somente com o diluente.

As células tratadas foram deixadas secar ao ar, e posteriormente, uma lagarta
neonata (< 24 horas) foi transferida para cada célula usando um pincel fino. As
células foram cobertas com tampas de plastico autoadesivas (CD International Inc.,
Pitman, NJ), que permitem a troca gasosa com o ambiente externo. Apds 7 dias as
lagartas foram transferidas para novas bandejas tratadas com as respectivas doses e
sendo expostas até o 10 dias e mantidas em escotofase, 27 + 2°C de temperatura e 70
+ 15 % de umidade relativa. A partir do 10° dias as lagartas foram transferidas para
bandejas de PVC de 16 células (Advento do Brasil, Diadema, SP) até o estaddio de
pupa.O peso das larvas aos 10 dias e de pupas foram registrado para verificar se
ocorreu mudancas em relagdo ao crescimento das larvas tratadas com a toxina as
larvas do controle. As bandejas foram mantidas em temperatura de 27 + 2°C,

umidade relativa de 70 * 15 % e fotoperiodo de 14L: 10E. Para cada



concentracdoforam realizadas 8 repeti¢des, usando 16 larvas em cada repeticao (total
de 128 neonatas por concentragdo).

Com machos e fémeas virgens obtidos de cada concentracio, foram formados
vinte casais para cada tratamento. Cada casal foi disposto em uma gaiola de PVC (10
cm altura x 10 cm @) com papel sulfite nas paredes internas para oviposi¢do e com
solu¢do a base de 10% actcar e 5% dcido ascérbico embebida em algoddo para
alimentacdo. As massas de ovos de cada casal foram retiradas diariamente e
acondicionadas em potes plasticos de 150 mL para a eclosdo das lagartas, assim foi
realizado até o final da oviposicdo e registrado também a longevidade das fémeas e
machos. A fertilidade foi determinada contando diariamente o nimero de neonatas
eclodidas de cada massa de ovos. Foi padronizada a retirada de 10 neonatas da
terceira postura de cada gaiola e mantidas em dieta sem toxina até pupa.Estes
individuos foram usados para avaliar o niimero de sobreviventes, peso de pupas e a
razdo sexual das doses que foram aplicadas sendo este parametros utilizados para
elaboragdo da tabela de vida (Santos-Aamaya, 2014, Pereira et al., 2009; Crespo et
al., 2010; Velez et al., 2013).

Bioensaios com folhasde milho Bt e nao-Bt

Os parametros avaliados em dieta foram também utilizados em plantas Bt
usando folhas de milho no estddio V4-V9, dos hibridos P30F35 Bt(CrylF) e nao-Bt
(DuPont Pioneer, Santa Cruz do Sul, RS, Brazil). Os milhos foram semeados no
campo experimental da UFV, realizando a correcdo do pH do solo e efetuando-se
adubacdo debase com 50 g de NPK 08-28-16 por metro linear. As plantas foram
irrigadas diariamente e adubadas aos 10 e 35 dias com 40 g de NPK 20-05-20 por
metro linear. Os demais tratos culturais foram realizados de acordo com as
recomendagdes para o cultivo de milho (Cruz, 2010), sem aplica¢do de pesticidas,
sendo o controle de plantas daninhas realizado manualmente.

Para realizacdo do experimento em folhas de milhoBt e ndo-Bt, foram usadas
160 lagartas (<24 horas) para cada hibrido de milho. Neonatasda linhagem resistente
de S. frugiperda foram selecionadas ao acaso e colocadas individualmente sobre

folhas de milho dispostas em bandejas de PVC de 16 células (Advento do Brasil,



Diadema, SP). Os fragmentos de folha de milho foram trocados a cada dois dias até
que as lagartas em pupar.

Como nosbioensaios com toxina em dieta, também foram utilizados machos e
fémeas virgens obtidos em ambos os hibridos de milho Bt e ndo-Bt para formar vinte
casais mariposas. Foram utilizadas as mesmas condi¢des de acondicionamento,

alimentacdoe parametros avaliados para elaboracdo da tabela de vida.

Tabela de vida

Os parametros da tabela de vidaforam calculados usando o método descrito
por Maia et al. (2000),conforme Southwood& Henderson (2000). Os parametros
usados para confeccdo das tabelas foram a sobrevivéncia até adulto (proporcdo),
tempo de desenvolvimento imaturo, razdo sexual, e fertilidade didria por casal até
morte dos individuos. Foram estimados pela tabela de vida os seguintes parametro
demograficos: taxa liquida reprodutiva (producdo de fémeas por f€émea parental, Ro),
tempo médio de uma geracdo (7) taxa intrinseca de crescimento populacional
(producdo didria de fémeas por fémea parental, r,) e tempo médio para que a
populacdo doble o tamanho (Dr). Estes foram determinados como descrito por Birch
(1948) e Carey (1993), usando o método e protocolo do SAS desenvolvido por Maia
et al. (2000).

Analises estatisticas

Os dados da sobrevivéncia de fémeas parentais foram submetidos a andlise de
sobrevivéncia e usados no testes de qui-quadrado (log-rank) para verificar a
igualdade das curvas de sobrevivéncia entre as concentragdes de toxina (PROC
LIFETEST; SAS Institute, 2002).

Para ambos os bioensaioscom toxina purificada em dieta e comfolhas de
planta, as varidncias associadas com as estimativas dos pardmetros de crescimento
populacionais foram determinadas pelo método de jacknife (Efron, 1982; Meyer et al.,

1986), utilizando protocolo do SAS desenvolvido por Maia et al., (2000). Este



permite o célculo dos intervalos de confianga para todos os parametros estimados e
fornece testes ¢ para realizar comparagdo pareada ou multipla entre grupos usando
seus respectivos valores de P.

Para o bioensaios com toxina em dieta, a taxa liquida reprodutiva (Ro), tempo
de geracdo (7) e taxa intrinseca de crescimento populacional (r,) e biomassa das
fémeas e machos (mg) foram submetidos a andlise de regressdo utilizando
concentragdo da toxina CrylFa como varidvel independente (TableCurve 2D; SPSS,
2000). Antes de realizacdo destas andlises, foi empregada a andlise de residuo para
verificar se os pressupostos de homogeneidade de varidncia e normalidade foram
atendidos (PROC MIXED, PROC UNIVARIATE, PROC GPLOT; SAS Institute,
2011), ndo sendo necessdria transformagao dos dados. Modelos de regressao, desde
aqueles mais simples (linear e quadritica) até modelos alternativos de crescente
complexidade (modelos de pico ndo-lineares),foram testados e a selecdo do modelo
foi baseado na simplicidade, alto valor de F (e quadrados médios) e aumento
acentuado de ajustado-R? (adj.-R?) com a complexidade do modelo.

Por fim, também foi realizado andlise de correlacdo entre a taxa intrinseca de
crescimento populacional (r,) e o tempo médio por geracdo (7), taxa liquida de
reproducdo (Ry) e taxa intrinseca de crescimento populacional (7,,) (PROC CORR;

SAS 2002) para o experimento de doses subletais.

RESULTADOS

Bioensaios com toxina em dieta
Sobrevivéncia parental

N3ao houve diferencga significativa na sobrevivéncia didria de fémeas resistentes
a toxina CrylFa (Long—Rankx2=4.3467; gl = 6; P = 0.63, Figura 1)nas dose da

toxinas CrylFae no tempo de vida médio (Figura 2).



Biomassa parental e da progénie

Nao houve diferenca significativa na biomassa de lagartas aos 10 dias (76.67
+ 21.62 mg; F (1, 54y = 2.14; P = 0.15). No entanto, houve efeito significativo na
exposicao da toxina CrylFa em relacdo as biomassas depupasde fémeas (P = 0.008)e
machos parentais (P=0.03)na dose 2187 ng/cm” de CrylFa (Figura 3A e 3B), j4 as
demais doses ndo diferiram da testemunha.Com relacdo a prole ndo foi verificada
diferenca nas biomassas pupas de fémeas (254.29 + 1.8 mg; F 1312y = 1.06; P =
0.30)e dos machos da progénie (257.25 + 1.08 mg;F 351y= 3.84; P> 0.05).

Desempenhodos insetos

A toxina CrylFa ndo afetou de forma significativa o tempo médio de
sobrevivéncia fémeas parentais para a linhagem resistente de S. frugiperdaa toxina
CrylFa (8.6 +0.50 dias; Fs5 = 1.21; P=0.32). Em contraste, a taxa liquida de
reproducdo foi afetada pela exposicdo a doses sub-letais da toxinas CrylFa (P =
0.01). A taxa liquida de reprodutivavariou de 305.58 +£37.54 a 118.2 + 14.92de prole
feminina produzidos por fémea parental (729 e 6561 ng/(:m2 de toxina CrylFa)e
exibiu um pico a 729 ng/cm’de CrylFa (Figura 4A).

A taxa intrinseca de crescimento da populagdo (r,) foi significativamente
correlacionada com a taxa liquida de reproducdo (n = 7; r = 0.94; P = 0.0018) e
mostrou tendéncia semelhante a este parametro (Figura 4B.), Sem contribuicio

significativa de tempo de geracdo para tal variagdo (n=7;r = 0.05; P =0.92).

Bioensaios com folhasde plantas de milho Bt e nao-Bt

Experimentos de tabela de vida

Houve diferenca significativa entre os individuos resistentes expostos aos dois

hibridos de milho Bt e ndo-Bt para o tempo médio por geracdo (7), ja para a taxa



liquida reprodutiva (Ro), a taxa intrinseca de crescimento populacional (7,,) € tempo
para que a populagio doble o tamanho(Dr) ndo houve diferenga significativa. Curiosamente
todos os parametros da tabela de vida demostram um favorecimento aos individuos
resistentes quando expostos a milho Bt, chamando a atencdo para o nimero de
fémeas produzidas por fémea parental (Ro) foi maior no individuos que foram

expostos ao hibrido de milho Bt (Tabela 1).

DISCUSSAO

Hormese € caracterizada por uma estimulagdo de baixa dose, € uma inibicao de
dose elevada por um determinado composto (Calabrese e Baldwin, 2003; Calabrese
2008). Duas condi¢cdes experimentais sio necessdrios para reconhecer hormesis:
varias doses subletais de um composto toéxico e parametros de avaliagdo capaz de
exibir as respostas tanto estimuladoras e inibidoras (Calabrese e Baldwin, 2003). A
resposta inibitéria da Spodopterafrugiperda a uma concentragdo alta dose da toxina
CrylFa é demonstrada no nosso estudo na taxa de crescimento da populacdo onde foi
reduzida (e fertilidade) obtidos com uma linhagem resistente a toxina CrylFa. Tais
taxas negativas de crescimento populacional indicam uma reducdo da populagcdo de
insetos com o tempo. A resposta estimuladora da linhagem resistente da lagarta do
cartucho foi também observado em nosso estudo pelo pico na taxa de crescimento da
populacdo (e fertilidade) observada em 729 ng/cm2 de CrylFa, sem
comprometimento da qualidade do sexo feminino (indicado pela auséncia de efeito
sobre o corpo massa da prole feminina). Além disso, verificou-se um aumento da
biomassa pupal dos parentais. Tais condicdes satisfazem os critérios de hormesis,
que se tornou evidente a 729 ng/cm2 de CrylFa. Evidéncia de uma resposta bifasica
a exposicao a baixos niveis de Bt foi verificada em uma linhagem de Tricloplusiani
(Lepidoptera: Noctuidae) selecionada para resisténcia a inseticida bioldgico Bt, esta

reposta foi relatada noaumento da biomassa (Janmaat et al., 2014).

Quando as lagartas foram expostas a folha de milho Bt tiveram um tempo
médio de geracao (7) menor do que as larvas expostas a folha de milho ndo-Bt. Esta

resposta também foi registrada em outro estudo com uma populacdo resistente de



Plutellaxylostella (Lepidoptera: Plutellidae) a toxinas Bt. Neste casose demonstrou
que cresceram mais rapidamente e produziram maiores pupas quando alimentadas
com discos de folhas tratadas com um nivel subletal de Bt comparadas as larvas

alimentadas com folhas ndo tratadas (Sayyed et al., 2003).

Uma possivel causa fisioldgica para aumento do crescimento da populacdo de
S. frugiperda pode estar correlacionado ao aumento na biomassa pupal dos parentais
neste estudo. Ha duas hipdteses para isto, a primeira é que alimento de baixa
qualidade nutricional (com a toxina Bt) leva a um aumento na taxa de consumo de
larvas demostrado no estudo de Janmaat et al., 2014 com linhagem de Tricloplusiani
resistente a Bt e a segunda € que pode haver melhor assimilacdo ou digestibilidade
aproximando assim da quantidade de alimento ingerido que é digerido pelas larvas
(Campero et al., 2007) e este estimulo leva ao aumento do crescimento da populagao.
Ja demonstrado em estudos anteriores que a fecundidade de Spodoptera spp. estd
relacionada com reservas de nutrientes adquiridos durante os estdgios larvais (Jakka

et al., 2014).

Apesar da evidéncia de hormese induzida por uma toxina em uma linhagem
resistente a toxina CrylFa de S. frugiperda, ainda ndo se sabe como em geral € a
ocorréncia de hormese nesta linhagem, uma vez que apenas uma unica linhagem foi
utilizada neste estudo. A expansdo desta investigacdo para linhagens resistentes e
suscetiveis a toxinas Bt e com diferentes composicdo genética permitird o
reconhecimento da generalidade do fendmeno. Deve-se ressaltar que ndo hd estudos
sobre rigorosos sobre os efeitos subletais que toxinas Bt podem causar a organismos-
alvos e principalmente considerando a variacdo na producdo destas toxinas em
plantas. Esse esfor¢co também vai permitir uma melhor avaliacio do seu impacto

potencial em programas de manejo da resisténcia.

A 1identificacdo de hormese nesta populacdo de S. frugiperda resistente a toxina
Cry1Fa deve ser reconhecida como um potencial desafio ao manejo de populacoes de
insetos-praga resistentes a toxinas Bt. Isso € especialmente importante em paises
como Brasil, onde a resisténcia a plantas Bt a campo ja foi documentada e a
frequéncia de alelos de resisténcia € alta (Santos-Aamaya, 2014, Farias et al., 2014).

Isto porque, como demostrado neste estudo, toxinas produzidas pelas plantas Bt

podem aumentar o crescimento populacional do inseto-alvo e favorecer o aumento da
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frequéncia de alelos de resisténcia. Este fendmeno pode contribuir no aumento nos
danos causados pelo inseto as plantas e também na perda de eficidcia de outros
cultivares Bt por diminuir a suscetibilidade a estes. Além disso, hormese pode
favorecer ocorréncia de surtos de pragas secunddrias menos suscetiveis a Bt, o que
poderia também levar a mudanga no status de praga e isso precisa ser mais

investigado.

Em resumo, foi demonstrado aqui o fendmeno de hormese induzida pela toxina
CrylFa em uma populacdo de S. frugiperda resistente a toxina CrylFa de B.
thuringiensis. Este fendmeno € potencialmente importante para o manejo da praga a
campo e pode favorecer a evolugdo da resisténcia a toxinas Bt. Desta forma, é
importante realizar mais estudos para identificar potenciais efeitos estimulatdrios
desencadeados por baixas concentracdes de toxina produzidas por plantas sobre as
pragas-alvos no campo. Estas informa¢des devem ser consideradas no delineamento
de estratégias de controle e em programas de manejo da resisténcia de insetos a
plantas Bt. Hormese pode ainda ser um dos fatores que contribuiu para a rdpida
evolucdo de resisténcia ao milho Bt CrylFa em populacdes de campo de S.

frugiperda, ideia que aqui foi demonstrado ser plausivel.
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CONSIDERACOES FINAIS

A toxina Cry1Fa induziu elevadodesempenho demografico deuma populagcdo
resistente de S. frugiperda, apresentado um picoestimulatériode crescimento
populacional na concentragdo de 729 ng/cm’, evidenciado em experimentos de tabela
de fertilidade. Também foi verificado incremento no ganho da biomassa dos
individuos expostos a baixas concentragdes mais da toxina. Assim,fica documentado
nesta dissertacdo,pela primeira vez,a ocorréncia de hormese induzida por toxina de

B. thuringienisem uma populagao resistente de S. frugiperda.
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Tabela 1. Comparacdo de parametros de crescimento da populacdo resistente a
CrylFa de S. frugiperda (média e intervalo de confianca 95%) alimentadas em dois

hibridos de milho.

Parametro de crescimento populacional

Hibrido
de milho
R, Tim T Dt
Bt 226.89 a 0.20 a 277 a 3.52a
(141.7 - 312.1) (0.18-0.21) (26.7 - 28.6) (3.25 - 3.80)
Nio-Bt 183.72 a 0.18 a 28.7b 3.80a

(132.9- 234.6) (0.17-0.19) (27.8 - 29.5) (3.56 - 4.04)

Ry, taxa reprodutiva liquida (fémeas/fémea/geracdo); r,, taxa intrinseca de incremento
populacional (por dia); 7, tempo médio por geracio (dias); Dt, tempo para que a populacdo
doble o tamanho. Para cada parametro, valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre
se significativamente (P> 0.05) pelo método de jackknife usando o programa estatistico SAS

(SAS Institute, 2011) (Maia et al., 2001).
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