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RESUMO

NETTO, Alirio Felipe Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2024. Potencial do algodao transgénico Bacillus thuringiensis Vip3A contra
Spodoptera frugiperda resistente a Bt Cry e Helicoverpa armigera. Orientador:
Eliseu José Guedes Pereira. Coorientadora: Flaviane de Oliveira Ribeiro.

O algodéo (Gossypium hirsutum L.) é uma das principais culturas comerciais e sua
alta produtividade é ameagada por ataque de pragas como as lagartas Helicoverpa
armigera e Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Ataque dessas lagartas
as estruturas reprodutivas do algodoeiro pode levar a perdas irreparaveis e o uso de
cultivares com transgenia de Bacillus thuringiensis (Bt) para produgdo de toxinas
inseticidas como Cry e Vip pode util contra as lagartas. Neste estudo se avaliou a
eficacia potencial de diferentes cultivares de algodao Bt com toxinas Cry e Vip contra
H. armigera e S. frugiperda em varios estagios larvais consumindo diversos
orgaos/estruturas da planta em diferentes estagios fenolégicos da cultura. Foram
realizados bioensaios tempo-mortalidade com os insetos nos tecidos frescos dos
orgaos/estruturas coletados das plantas cultivadas no campo. Os algodoeiros
transgénicos Bt produzindo a toxina Vip3Aa (Cry1Ac+Cry2Ab+Vip3Aa,
Cry1Ab+Cry2Ae+Vip3Aa, Cry1Ac+Cry1Fa+Vip3Aa) mataram as lagartas de H.
armigera e S. frugiperda mais rapido que os algodoeiros com apenas toxinas Cry
(Cry1Ac+Cry2Ab e Cry1Ab+Cry2Ae). As folhas dos algodoeiros Bt nos estagios
fenoldgicos até 45 dias apds a emergéncia mataram as lagartas mais rapido (2 dias)
que folhas e outras estruturas reprodutivas. A susceptibilidade dos estagios larvais
aos algoddes Bt foi maior nas lagartas pequenas (L1, <0,5 cm) e decresceu nas
médias (L3, 1,0-1,5 cm) e nas grandes (L5, >3,5 cm). A resisténcia a Bt da populagao
de S. frugiperda ndo alterou significativamente o tempo letal mediano das lagartas L5,
mas o fez variavelmente, em diregdo, amplitude ou ambos, nas lagartas dos estagios
L1 e L3. Nas primeiras, o tempo letal foi alongado 15-43%, seja nos algodoeiros Cry
ou nos Cry e Vip, sobretudo Cry1Ac + Cry1Fa + Vip3Aa. Nas lagartas L3, houve
aumento de 12—-22% no tempo letal nos algodoeiros Cry1Ac+Cry2Ab, Cry1Ab+Cry2Ae
e CrylAc+Cry1Fa+Vip3Aa, e reducédo de 13-23% nos algodoeiros Bt
Cry1Ac+Cry2Ab+Vip3Aa e Cry1Ab+Cry2Ae+Vip3Aa. Contudo, os tecidos de todos
dos algodoeiros Bt testados causaram mortalidade acumulada em 7 dias de 100% das
lagartas de S. frugiperda, independente da resisténcia delas a Bt Cry e do estagio



larval (L1, L3 ou L5) e se elas consumiram folha, bot&o floral, ou maga das plantas de
uma ampla gama de estagios fenoldgicos. Nessas condigdes, a mortalidade natural
das lagartas foi <5%, mostrando que alta mortalidade seguramente se deve as toxinas
Bt produzidas nos tecidos dos algodoeiros transgénicos. Para H. armigera, apos 7
dias alimentando em folhas, botdes florais, flores, ou magas do algodoeiros Bt, a
mortalidade acumulada das lagartas foi alta, 80-100 %, com pequena variagdo em
funcdo dos tipos de transgenia Bt, estagios fenoldgicos e 6rgaos da planta. Esses
resultados indicam que os algodoeiros com a transgenia Bt Cry ou com Cry e Vip
possuem alta eficacia potencial contra H. armigera e S. frugiperda estejam as lagartas
pequenas, médias ou grandes consumindo diferentes estruturas da planta de diversos

estagios fenoldgicos de desenvolvimento da cultura.

Palavras-chave: Manejo de pragas; Lepidoptera; resisténcia; transgenia de plantas.



ABSTRACT

NETTO, Alirio Felipe Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September de
2024. Potential of Vip3A Bacillus thuringiensis transgenic cotton against Cry-Bt-
resistant Spodoptera frugiperda and Helicoverpa armigera. Orientador: Eliseu
José Guedes Pereira. Coorientadora: Flaviane de Oliveira Ribeiro.

Cotton (Gossypium hirsutum L.) is one of the main commercial crops globally and its
high productivity is threatened by pest insects such as the cotton bollworm Helicoverpa
armigera and fall armyworm Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Feeding
of these caterpillars on the reproductive structures of cotton can lead to serious losses,
and the use of transgenic cotton cultivars producing insecticidal toxins from Bacillus
thuringiensis (Bt) such as Cry and Vip can be useful against the larvae. This study
assessed the potential efficacy of different Bt cotton cultivars with Cry and Vip toxins
against S. frugiperda and H. armigera. The influence of various larval stages and cotton
plant organs/structures in different cotton growth stages were investigated. In time-
mortality bioassays with plant tissues freshly collected from the field, Bt transgenic
cotton plants producing the Vip3Aa toxin  (Cry1Ac+Cry2Ab+Vip3Aa,
Cry1Ab+Cry2Ae+Vip3Aa, Cry1Ac+Cry1Fa+Vip3Aa) killed cotton bollworm larvae
faster than those with only Cry toxins (Cry1Ac + Cry2Ab and Cry1Ab + Cry2Ae). As for
plant structures, the leaves of Bt cotton plants in the phenological stages up to 45 days
after emergence killed the caterpillars faster (2 days) than leaves and other
reproductive structures. Regarding the larval stages, susceptibility to Bt cotton was
higher for small larvae (L1, <0.5 cm) and decreased in midsize larvae (L3, 1.0-1.5cm)
and large ones (L5, >3.5 cm). The Bt resistance of the S. frugiperda population did not
significantly alter the median lethal time of the L5 larvae. Still, it did so variably, in
direction, amplitude, or both, in the larvae of the L1 and L3 stages. In the former, the
lethal time was lengthened by 15-43%, either in Cry cotton or in Cry and Vip, primarily
Cry1Ac + Cry1Fa + Vip3Aa. In L3 bolls, there was a 12-22% increase in lethal time in
Cry1Ac+Cry2Ab, Cry1Ab+Cry2Ae, and Cry1Ac+Cry1Fa+Vip3Aa cotton cultivars, and
a 13-23% reduction in Cry1Ac+Cry2Ab+Vip3Aa and Cry1Ab+Cry2Ae+Vip3Aa Bt
cotton cultivars. However, the tissues of all of the Bt cotton plants tested caused
cumulative mortality in 7 days of 100% of the S. frugiperda caterpillars, regardless of
their resistance to Bt Cry and the larval stage (L1, L3, or L5) and whether they

consumed leaf, flower bud, or apple from plants of a wide range of phenological stages.



Under these conditions, the natural mortality of the caterpillars was <5%, showing that
high mortality is surely due to the Bt toxins produced in the tissues of transgenic cotton
plants. For H. armigera, after 7 days of feeding on leaves, flower buds, flowers, or
apples of Bt cotton, the accumulated mortality of the caterpillars was high, 80—100 %,
with little variation as a function of the types of Bt transgenics, phenological stages,
and plant organs. These results indicate that cotton plants with Bt Cry transgenics or
with Cry and Vip have high potential efficacy against H. armigera and S. frugiperda in
small, medium, or large caterpillars consuming different plant structures from different
phenological stages of crop development. For H. armigera, after 7 days of feeding on
leaves, flower buds, flowers, or boll of Bt cotton, the accumulated mortality of the
bollworms was high, 80—100 %, with little variation as a function of Bt transgenic types,
phenological stages, and plant organs. These results indicate that cotton Bt cultivar
producing Cry or Cry and Vip Bt toxins have high potential efficacy against H. armigera
and S. frugiperda no matter whether small, medium, or large larvae consume different

cotton plant structures from different cotton growth stages.

Keywords: Pest management; Lepidoptera; resistance; transgenic crops.
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INTRODUGAO GERAL

A ordem Malvales contém a familia Malvaceae, consistindo em varios
géneros, incluindo o género (Gossypium spp.). Este género inclui mais de 45 espécies
diploides (2n = 26) e pelo menos cinco alotetraploides (2n = 4x = 52). A hibridizagao
entre diploides do genoma A (algodéo do Velho Mundo) e do genoma D (algodao do
Novo Mundo), resultou na espécie (Gossypium hirsutum L.) (designagado do genoma
AD), que é considerado um alopoliploide derivado da hibridizagéo e duplicagdo do
genoma completo (WGD), em torno de 1 a 2 milhdes de anos atras. O algodoeiro (G.
hirsutum L.), teve sua domesticagao possivelmente na peninsula de Yucatan do Norte
(Ning et al., 2024).

Mais de 100 paises do mundo cultivam o algodoeiro em regides tropicais e
subtropicais (Alam et al., 2024). Os principais paises produtores de algodao sao,
China 24%, india 23%, Brasil 13%, Estados Unidos 11%, Paquistdo 6%. No Brasil, na
safra 2023/24 foram cultivados 1,7 milhdes de hectares. A producéo total alcancou 3,2
milhdes de toneladas, os principais estados produtores sao, Mato Grosso 71%, Bahia
20%, Goias 2%, Minas Gerais 1%, Sao Paulo 0.1% (USDA, 2023; IBGE, 2024).

O algodoeiro € uma cultura de importancia global, tendo como principal
finalidade a producédo de fibras para a industria téxtil (He et al., 2023). Além disso,
subprodutos do algoddo, como o éleo de semente e farelo, tém valor significativo em
outras industrias, por ser fonte da nutrigdo animal (Nam et al., 2023). Mais de 35,6
milndes de hectares sdo utilizado para a produgcdo de algoddao no mundo,
possibilitando renda para mais de 32 milhdes de produtores e beneficiando mais de
100 milhées de familias em 100 paises em 5 continentes (FAO, 2023).

O custo de produg¢do do algodao é significativamente maior em comparagéao
com o milho e a soja. Esse valor elevado se deve principalmente ao uso intensivo de
fertilizantes e agrotéxicos, que somam 3.583,65 e 4.273,63, respectivamente,
superando consideravelmente os custos desses insumos nos outros cultivos. Essa
diferenga evidencia o alto investimento necessario para a produgao de algodao (IMEA,
2024).

Um dos principais desafios para se obter alta produtividade de fibras no cultivo
de algodao é a protegdo das plantas contra os danos causados por uma ampla
variedade de pragas. O espectro de pragas que afetam as diferentes estruturas

reprodutivas do algodoeiro é extenso, abrangendo mais de 200 espécies de insetos e
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acaros. Dentre as lagartas que causam prejuizos significativos, o complexo de
lagartas das macgas, especialmente Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera:
Noctuidae), é o mais importante pela sua resisténcia a inseticidas sintéticos e
tolerancia relativa a muitas toxinas de Bacillus thuringienis (Bt). Em seguida, destaca-
se o0 complexo de Spodoptera spp., com Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) sendo a principal espécie. Embora S. frugiperda seja
amplamente conhecida como praga-chave do milho, ela também é frequentemente
uma praga significativa para o algodoeiro, principalmente em sistemas intensivos de
cultivo como praticado em muitas regides do Brasil. Apesar de sua preferéncia por
plantas da familia Poaceae, como o milho, a S. frugiperda esta cada vez mais
impactando outras culturas importantes, como algodao e soja (Wang et al., 2023).

A Helicoverpa armigera é considerada uma das espécies de lagartas mais
destrutivas do mundo. Ela possui ampla gama de hospedeiros e alta capacidade de
adaptacdo a métodos de controle, como inseticidas sintéticos. Isso ressalta a
necessidade de estratégias de manejo eficazes para controlar essas pragas no cultivo
do algoddo. A Helicoverpa armigera esta amplamente presente na Asia, Oceania,
Africa e Europa (Stavrakaki et al., 2024). A presenca do inseto no Brasil foi registrada
pela primeira vez em 2013 no estado de Goias, e como o passar dos anos a lagarta
avangou para diversas partes do Brasil e da América (Czepak et al., 2013; Marques
et al., 2023), inclusive em Porto Rico (Kriticos et al., 2015).

Devido a capacidade de ampla movimentagao no ambiente através de voo de
longa distancia pelos adultos e dispersdo em curta distdncia pelas lagartas nas
plantas, ataques de H. armigera e S. frugiperda sdo uma ameaga para a produgao de
algodao. Os danos causados podem ser irreparaveis em certos estagios fenoldgicos,
principalmente se um intenso ataque ocorrer proximo a colheita. Nos primeiros
instares, as lagartas se alimentam das folhas e nos ultimos instares as lagartas atacam
as partes reprodutivas das plantas. As lagartas se movem bastante entre as plantas,
um comportamento que tende a levar a queda prematura de muitos desses 6rgaos,
causando perdas diretas no produto final. Quando o ataque ocorre nas flores, pode
resultar em ma formag¢ao e menor desenvolvimento das macgas, nessas, as lagartas
consomem as sementes e fibras em desenvolvimento, reduzindo a sua qualidade e a
quantidade. As perdas causadas por essas lagartas alcangam estimativas de 2 bilhdes
de ddlares em diferentes culturas em diversas regides do mundo (Nagachandrabose,
2022).
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Utilizar medidas de controle efetivas contra H. armigera e S. frugiperda é
importante para atingir altas produtividades e acalmar a ansiedade associada a
aversao ao risco por parte dos cotonicultores. Uma adequada pratica € uso de um
método de controle planejado pela utilizagdo do algodao transgénico Bt. Essa
transgenia foi obtida através de técnicas de engenharia genética, inserindo no genoma
da planta gene(s) da bactéria Bacillus thuringiensis, dai Bt. Esse(s) gene(s)
codifica(m) para a produgao de proteina(s) inseticida(s) que torna a cultura resistente
a certas pragas. Naturalmente, na bactéria, diversas proteinas inseticidas (toxinas)
sdo acumuladas em cristais paraesporais (6-endotoxinas) na fase reprodutiva, dai a
denominacao Cry, enquanto outro tipo de proteina é secretado na fase vegetativa
(exotoxina) e é denominado Vip (vegetative inseticidal protein). O mecanismo da agao
toxica de Bt se da quando esporos, cristais, ou células bacterianas sao ingeridos por
um inseto suscetivel na superficie da planta em que foi aplicado o bioinseticida Bt ou
a toxina (proteina) produzida no tecido da planta transgénica Bt. Por ser alcalino o
intestino médio das lagartas, o pH promove a solubilizagdo dos cristais e a liberagéo
da proteina inseticida. Ao ser ativada (clivada) por proteases da lagarta, a toxina se
liga a receptores proteicos especificos na membrana das células do epitélio
intestinal. Acredita-se que unidades da toxina se juntem para formar um oligbmero
com estrutura de poro capaz de se inserir na membrana celular. Esses poros permitem
gue ions e agua passem livremente para dentro das células, resultando em lise celular.
Com isso, a parede intestinal se torna disfuncional e pode ocorrer invasao por
microrganismos com infecgéo generalizada, culminando na morte da lagarta (Bravo et
al., 2007; Jehangir & Ali, 2023).

Para proteger as estruturas reprodutivas da planta de algodao contra H.
armigera e S. frugiperda, as plantas de algodéo Bt devem expressar uma quantidade
letal de toxina Bt. Ou melhor, as partes da planta onde a lagarta se alimenta devem
ser letais a ela principalmente durante a frutificagdo, quando o dano das lagartas é
critico. Varios fatores como o local de inser¢édo do gene no cromossomo, o tipo de
promotor, grau de metilagdo da sequéncia nucleotidica do gene, estagio de
desenvolvimento da planta, o ambiente celular interno e o ambiente externo podem
contribuir para expressao variavel das toxinas Bt nos tecidos das plantas de algodao
(Cheema et al., 2016); Ahmad et al., 2019).

A reducdo na letalidade dos tecidos dos algodoeiros Bt em estagios

fenoldgicos avangados da planta e seus érgaos pode resultar em falha de controle de
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H. armigera e S. frugiperda. Se as toxinas Bt ndo forem suficientemente potentes ou
forem produzidas em quantidades subletais nas estruturas reprodutivas do algodoeiro
consumidas pelas lagartas, elas podem causar injurias nas plantas e prejuizos ao
cotonicultor, com consequéncias para a sustentabilidade da tecnologia Bt (Jamil et
al., 2021; Noor et al., 2022) e da cotonicultura em geral e com spinoff de
consequéncias indesejaveis na cadeia fornecedora de produtos de algodao.
Portanto, essa pesquisa visa determinar o potencial de controle das lagartas
em algodoeiro ou o risco da sua falha pelos cultivares disponiveis no mercado. A tese
esta estruturada em dois capitulos principais. No Capitulo 1, estudou-se o potencial
de controle de H. armigera pelo algodao Bt de terceira geracdo, explorando as
capacidades e limitagdes do algodao Bt de terceira geragdo no manejo dessa praga
especifica. J&4 no Capitulo 2, foi investigado se a resisténcia a toxinas Bt Cry pode
comprometer o potencial de controle de S. frugiperda por algodoeiros Bt. O intuito
desse foi avaliar os possiveis impactos da resisténcia das lagartas a toxinas Bt no
potencial dos algodoeiros Bt comercializados para controle das lagartas nos cultivos.
Esses capitulos oferecem uma visdo abrangente sobre a eficacia e os desafios do uso

de algoddes Bt no controle das principais lagartas na cultura do algodoeiro.
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CAPITULO 1

Potencial de controle de Helicoverpa armigera pelo algodao Bt
de terceira geragao

Resumo

O algodéo (Gossypium hirsutum L.) é uma das principais culturas comerciais e sua
alta produtividade € ameagada por ataque de pragas como a lagarta Helicoverpa
armigera (Lepidoptera: Noctuidae). Ataque dessas lagartas as estruturas reprodutivas
do algodoeiro pode levar a perdas irreparaveis e o uso de cultivares com transgenia
de Bacillus thuringiensis (Bt) para produgao de toxinas inseticidas como Cry e Vip
pode util contra as lagartas. Neste estudo avaliou a eficacia potencial de diferentes
cultivares de algodao Bt com toxinas Cry e Vip contra H. armigera em varios estagios
larvais e érgaos/estruturas da planta em diferentes estagios fenolégicos da cultura.
Em bioensaios tempo-mortalidade com tecidos das plantas colhidos dos campo, os
algodoeiros transgénicos Bt produzindo a toxina Vip3Aa (Cry1Ac+Cry2Ab+Vip3Aa,
Cry1Ab+Cry2Ae+Vip3Aa, Cry1Ac+Cry1Fa+Vip3Aa) mataram as lagartas de H.
armigera mais rapido que os com apenas toxinas Cry (Cry1Ac+Cry2Ab e
Cry1Ab+Cry2Ae). Quanto as estruturas das plantas, as folhas dos algodoeiros Bt, nos
estagios fenoldgicos até 45 dias apds a emergéncia, mataram as lagartas mais
rapidamente (2 dias) do que as folhas e outras estruturas reprodutivas. Relativo aos
estagios larvais, a susceptibilidade aos algoddes Bt foi maior nas lagartas pequenas
(L1, <0,5 cm) e drecresceu nas meédias (L3, 1,0-1,5 cm) e nas grandes (L5, >3,5 cm).
Contudo, apos 7 dias alimentando em folhas, botdes florais, flores, ou magas do
algodoeiros Bt, a mortalidade acumulada das lagartas foi alta, 80-100 %, com
pequena variagdo em fungao dos tipos de transgenia Bt, estagios fenoldgicos e érgéos
da planta. Esses resultados indicam que os algodoeiros com a transgenia Bt Cry, ou
com Cry e Vip, possuem alta eficacia potencial contra H. armigera, estejam as lagartas
pequenas, médias ou grandes consumindo diferentes estruturas da planta em

diversos estagios fenolégicos de desenvolvimento da cultura.

Palavras-chave: Biotecnologia, Manejo de pragas, Resisténcia, Lepidoptera
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Abstract

Cotton (Gossypium hirsutum L.) is one of the main commercial crops globally and its
high productivity is threatened by pest insects such as the cotton bollworm Helicoverpa
armigera (Lepidoptera: Noctuidae). Bollworm attacks on the reproductive structures of
cotton can lead to serious losses, and the use of transgenic cultivars producing
insecticidal toxins from Bacillus thuringiensis (Bt) such as Cry and Vip can be useful
against the bollworms. This study assessed the potential efficacy of different Bt cotton
cultivars with Cry and Vip toxins against H. armigera. Various larval stages and cotton
plant organs/structures in different cotton growth stages were provided to the insects.
In time-mortality bioassays with plant tissues freshly collected from the field, Bt
transgenic cotton plants producing the Vip3Aa toxin (Cry1Ac+Cry2Ab+Vip3Aa,
Cry1Ab+Cry2Ae+Vip3Aa, Cry1Ac+Cry1Fa+Vip3Aa) killed cotton bollworm larvae
faster than those with only Cry toxins (Cry1Ac + Cry2Ab2 and Cry1Ab + Cry2Ae). As
for plant structures, the leaves of Bt cotton plants in the phenological stages up to 45
days after emergence killed the caterpillars faster (2 days) than leaves and other
reproductive structures. Regarding the larval stages, susceptibility to Bt cotton was
higher for small larvae (L1, <0.5 cm) and decreased in midsize larvae (L3, 1.0-1.5cm)
and large ones (L5, >3.5 cm). However, after 7 days of feeding on leaves, flower buds,
flowers, or boll of Bt cotton, the accumulated mortality of the bollworm was high, 80—
100 %, with little variation as a function of Bt transgenic types, phenological stages,
and plant organs. These results indicate that cotton Bt cultivar producing Cry or Cry
and Vip Bt toxins have high potential efficacy against H. armigera, no matter whether
small, medium, or large larvae consume different cotton plant structures from different

phenological stages of crop development.

Keywords: Biotechnology, Pest management, Resistance, Lepidoptera.
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1.1. INTRODUGAO

O algodao, (Gossypium hirsutum L.) (Malvaceae), continua sendo uma das
cultura comercial mais importante do mundo. Os principais paises produtores sao,
Brasil, EUA, China, india e Paquistdo (Malinga & Laing, 2022; Mahmood et al., 2024).
Na safra 2023/24, foram cultivados 1.944,5 mil hectares de algodao no Brasil,
resultando em 3,66 milhdes de toneladas de pluma (CONAB, 2024).

O ataque de pragas é considerado fator importante para a redugcdo da
produtividade do algodao e a lagarta Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae é
considerada praga em mais de 200 culturas, sendo destaque na cultura do algodao.
A H. armigera esta presente no campo desde a emergéncia até a colheita, causando
perdas principalmente de estruturas reprodutivas do algodoeiro como botdes florais,
flor e maga (Anuradha et al., 2023; Paez Jerez et al., 2023).

Cultivares comerciais de algodoeiro transgénico Bacillus thuriengiensis (Bt) é
uma das ferramentas disponiveis no mercado para o controle de H. armigera. De
acordo com o tipo numero de toxinas Bt expressas na planta, os algodoeiros podem
ser categorizados como sendo de segunda ou terceira geragao. Os primeiros
expressam duas toxinas, uma Cry1 e outra Cry2 (Cry1Ac, Cry1Ab, Cry1F, Cry2Ab,
Cry2Ae). J& algodéao Bt de terceira geragéo expressa trés toxinas incluindo duas das
toxinas anteriores e Vip3Aa (Elkins et al., 2024).

O sucesso no controle das lagartas utilizando plantas de algodoeiro Bt
depende diretamente da capacidade das plantas em expressar quantidades letais de
toxinas Bt de forma continua e eficaz. A expressao das toxinas Bt durante o cultivo
das plantas pode variar tanto espacial quanto temporalmente na planta e interessa a
letalidade nas diversas estruturas reprodutivas. Fatores ambientais, genéticos ou
fisiolégicos podem levar a variagdo na expressao das toxinas Bt nos tecidos do
algodoeiro, o que pode interferir no controle da praga. Baixa letalidade das toxinas Bt
pode possibilitar a sobrevivéncia dos insetos, o que € mais preocupante quando esses
se alimentam das estruturas reprodutivas como botéo floral, flor e maga, podendo
levar a perdas diretas na produgao (Adamczyk & Sumerford, 2001; Dong & Li, 2007;
Likhitha et al., 2023).

Neste trabalho, avaliamos a sobrevivéncia de H. armigera nas diferentes
estruturas, folha, botdo floral, flor e magd em variedades de algodoeiro Bt que

expressam toxinas Cry e Vip.
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1. 2. MATERIAL E METODOS

1.2.1. Origem e manutencgéao dos insetos

Em margo de 2023, aproximadamente 2000 lagartas de H. armigera oriundas
de campos de algoddao foram fornecidas pela Fundagdo de Apoio a Pesquisa
Agropecuaria de Mato Grosso (Fundagdo MT), localizada no municipio de
Rondonépolis, Mato Grosso, Brasil. Os insetos foram enviados ao Laboratério de
Interagdo Inseto-Planta da Universidade Federal de Vigosa (UFV), onde foram
mantidos até o uso nos ensaios.

Os insetos foram mantidos usando métodos padrdes adaptados de Greene et
al., (1976). As mariposas foram colocadas em gaiolas de PVC de 40 cm de altura x 30
cm de diametro, com papel sulfite nas paredes internas e tampadas com tecido de
tule. Para alimentagao dos adultos, foi fornecida em algodao embebido em uma placa
de Petri uma solugéo aquosa contendo 10% de mel. As folhas de papel e o tecido de
tule contendo as posturas das mariposas foram coletadas durante quatro vezes por
uma semana. As posturas das mariposas foram armazenadas em pacotes plasticos
até a eclosdo. As larvas neonatas foram transferidas em grupos para dieta artificial
(Greene et al., 1976) em copos plasticos de 500 ml até o 3° instar (L3) e depois
individualizados (1 lagarta/recipiente) em bandejas de PVC de 16 células (Advento do
Brasil, Diadema, SP) até empuparem. As pupas foram separadas por sexo para
informar a proporgao de fémeas e machos e foram transferidas para as gaiolas de
reproducdo para emergéncia dos adultos e acasalamento. A criagéo foi mantida em
ambiente controlado com temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa do ar de 70 +
10% e fotoperiodo de 12L:12E. Havia trés grupos de insetos criados escalonadamente
para se obter, em uma mesma data, lagartas nos estagios L1, L3 e L5 para utilizagao

Nnos ensaios.

1.2.1. Cultivares de algodoeiro e cultivo das plantas

Plantas de diversos cultivares de algodoeiro Bt e Nao-Bt (CTNBIO, 2024;
ISAAA, 2024), representativos dos principais utilizados no Brasil, foram cultivadas em
campo na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo Diogo Alves de Melo do
Departamento de Agronomia da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG
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(20°4845”S, 42056'15”W, altitude 600 m), no periodo de 11/11/2023 a 30/04/2024.
As informacdes dos cultivares se encontram na (Tabela 1.1).

O espacamento entre linhas usado foi de 0,90 m com 8 plantas por metro,
com area total para cada cultivar de 100 m?. Durante a instalacdo e manutengéo do
cultivo foram empregadas praticas culturais segundo Borém & Freire (2014), porém

sem aplicacao de inseticidas.

1.2.2. Bioensaios tempo-mortalidade

Os ensaios foram realizados de novembro de 2023 a maio de 2024 no
laboratdrio de Interacdo Inseto-Planta (LABIIP) na UFV, Vigosa, Minas Gerais. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial de 3
estagios larvais das lagartas e 6 cultivares de algodoeiro em 4 estagios fenoldgicos e
4 érgaos ou estruturas da planta. A unidade experimental constitui-se de um recipiente
plastico de 2 x 3 cm? agrupados em bandejas plasticas que continham 16 unidades
desses recipientes para facilitar o manuseio. Os 4 diferentes estagios fenol6gicos do
algodoeiro foram utilizados de acordo com a escala BBCH (Munger et al., 1998)
(Tabela 1.2). As lagartas foram de 1°, 3° e 5° instar de H. armigera e as estruturas do
algodao foram folha, botéo floral, flor e macéa. Essas foram oferecidas as lagartas e
substituidas por outras frescas colhidas das plantas quando necessario em um
periodo de 7 dias. As bandejas com as unidades experimentais foram mantidas nas
condigbes ambientais utilizadas para a criagéo dos insetos (25 + 1°C, umidade relativa
do ar de 70 £ 10% e fotoperiodo de 12L:12E). As avaliagdes de mortalidade foram
realizadas a cada 24 h, por um periodo de até 7 dias, caso ndo ocorresse mortalidade

completa antes desse prazo.

1.2.2.1. Estagio GS1:11

Quando as plantas de algodédo estavam com a primeira folha desdobrada (7-
10 dias apos a emergéncia), foram colhidas 48 folhas de cada cultivar. As folhas
colhidas foram imediatamente acondicionadas em caixas de isopor e levadas ao
laboratdrio. Para cada uma das unidades experimentais, Foi colocada 1 folha com 3

lagartas de 1° instar (L1) ou, no caso de lagartas de 3° instar (L3), 1 folna com 2
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lagartas e, para o 5° instar (L5), 1 folha com 1 lagarta. Ao todo, para cada cultivar,

foram testadas 48, 32 ou 16 lagartas nos estagios L1, L2 ou L3, respectivamente.

1.2.2.2. Estagio GS5:55

No inicio da fase reprodutiva, GS5:55 (1° botao floral), (35-45 dias apo6s a
emergéncia), folhas e botdes florais foram retirados do tergo inferior das plantas,
localizado no 1° ramo simpodial, na primeira posicdo. Para cada cultivar foram
colhidas 48 folhas e 48 botbes florais, os quais foram imediatamente acondicionados
em caixa de isopor, levados ao laboratério e colocados em cada uma das unidades
experimentais. Os procedimentos foram semelhantes ao descrito anteriormente,
sendo testadas 48, 32 ou 16 lagartas nos estagios L1, L3 ou L5, respectivamente, por

estrutura por cultivar.

1.2.2.3. Estagio GS6:55

Na fase reprodutiva, quando surgiu a flor, que acontece cerca 60—75 dias apds
a emergéncia, em cada cultivar coletou-se 48 folhas, 48 botdes florais e 48 flores do
terco médio das plantas, no 5° ramo simpodial, na primeira posicao. As estruturas
foram acondicionas como descrito anteriormente, usando-se 48, 32 ou 16 lagartas nos

estagios L1, L3 ou L5, respectivamente, por estrutura por cultivar.

1.2.2.4. Estagio GS7:79

Ao surgir nos algodoeiros magas, 90—110 dias apds a emergéncia, coletou-se
novamente de cada cultivar 48 folhas, 48 botdes florais, 48 flores e 48 macas. Essas
estruturas foram obtidas do terco superior das plantas, localizado no 9° ramo
simpodial, na primeira posicao. De forma semelhante realizaram-se os procedimentos
de coleta, transporte para o laboratério e acondicionamento nas unidades
experimentais. O numero de insetos testados nos ensaios também foi 0 mesmo dos

ensaios anteriores.



24

1.2.3. Analise dos dados

Usando o procedimento ndo-paramétrico de Kaplan e Meier (1958), foram
obtidas curvas de sobrevivéncia dos insetos para cada uma das estruturas vegetais
em cada um dos estagios fenolégicos (4) de cada um dos cultivares (6) e para cada
um dos estagios larvais (3) que foram estudados. Ao todo obteve-se 180 curvas de
sobrevivéncia e tomou-se dados de mortalidade dos insetos apés 7 dias nos tecidos
vegetais e do tempo necessario para ocorrer a morte (letalidade) de 50% das lagartas
(TLso). A primeira variavel mede a eficacia do tecido vegetal do algodoeiro Bt para
causar o efeito desejado em 7 dias. A segunda variavel mede a eficiéncia (poténcia
ou capacidade) do algodoeiro Bt para causar a morte, sendo mais eficiente aquele
que causar o efeito em menos tempo (Hall & Wellner, 1980; Kaplan & Meier, 1958).

Essas variareis foram analisadas usando modelos lineares generalizados.
Usou-se a distribuicdo Binomial com a fungédo de ligagao log para a propor¢ao de
mortalidade e a distribuicdo Gama com a fung¢do de ligagédo log para o tempo até
ocorrer 50% de mortalidade do grupo nos tecidos das plantas (Gbur et al., 2012). O
modelo linear for composto pelos fatores anteriormente descritos, incluindo o estagio
larval do inseto (3), o cultivar da planta (6) e seus estagios fenoldgicos e érgéos ou
estruturas (10). O modelo completo incluiu todos os efeitos principais dos fatores e
das interagdes, reduzindo-o a componentes (efeitos dos fatores e de interagdo) que
possuem significancia (P < 0,05) e contribuigcdo substancial para descrever os dados
com minima deviancia residual (Gbur et al. 2012) O modelo minimo adequado
(parcimonioso) foi geralmente aquele cujo valor do Qui-Quadrado da falta de ajuste
aproxima do numero de graus de liberdade residual ou que tem o minimo valor do
critério de informacgao de (Akaike, 1974) corrigido para o tamanho da amostra (Hurvich
& Tsai, 1989). Quando foi significativo o efeito das intera¢des, ele foi desdobrado

separando-se as médias pelo teste de Tukey (P < 0,05).

1.3. RESULTADOS

Ao se alimentarem por 5-7 dias nos tecidos dos algodoeiros Bt e Ndo-Bt, as
lagartas de H. armigera apresentaram resposta que variou com os fatores em estudo
(Tabela 1.3). A resposta dos insetos, medida em termos de mortalidade e tempo letal

mediano, variou significativamente em fungéo dos fatores estagio larval do inseto (L),
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transgenia do algodoeiro (A), e fenologia/érgédo da planta (FO), com significativas
interacdes duplas e triplas entre alguns desses fatores (Tabela 1.3).

A interagdo entre estagio larval e transgenia Bt do algodoeiro (L x A) foi
significativa para a mortalidade (Tabela 1.3). Isso indica que o efeito da transgenia Bt
nessa variavel depende do estagio larval do inseto-alvo. A mortalidade das lagartas
também dependeu da interagédo da transgenia do algodoeiro com a fenologia e érgao
da planta (A x F x O) (Tabela 1.3). Essas interagcdes eram esperadas devido as
complexas relagdes do inseto com a planta de algodoeiro, que dependem do estagio
de desenvolvimento do inseto e das caracteristicas da fenologia e arquitetura da
planta. O desdobramento dessas interacbes mostrou que, em variedades Nao-Bt, a
mortalidade natural das lagartas foi cerca de 6% e 1% em L1 e L3 e L5,
respectivamente (Figura 1.1). Esses valores, apesar de estatisticamente diferentes
entre si, sdo inferiores ao limite maximo de 20% de mortalidade, convencionalmente
aceitos para a validade de bioensaios em laboratério. Para os algodoeiros Bt, ao
contrario, ndo houve diferenga significativa na mortalidade dos estagios larvais (Figura
1.1). Essa semelhangca na mortalidade das lagartas de H. armigera de tamanhos
pequeno, médio e grande evidencia que o tamanho da lagarta ndo afetou na eficacia
dos algodoeiros Bt.

No desdobramento da interagao entre fenologia do algodoeiro, érgao da planta
e transgenia Bt, destaca-se a baixa mortalidade natural das lagartas nos algodoeiros
N&o-Bt independentemente do estagio fenoldgico ou 6rgdo da planta (Figura 1.2),
Para as variedades de algodoeiros Bt, a mortalidade das lagartas foi consistentemente
acima de 70%, alcangando 100% na maioria combinagdes de transgenia Bt, estagios
fenoldgicos e érgaos da planta. A partir do primeiro botéo floral, 35-45 dias apos a
emergéncia, no estagio fenoldgico GS5, as lagartas na variedade de algodoeiro Bt
Cry1Ab+Cry2Ae apresentaram mortalidade entre 70% e 89% (Figura 1.2). Esses
valores foram inferiores aos das demais variedades e ocorreram nos estagios GS6,
60-75 dias, nos 6rgaos botao floral e flor, e consistentemente em GS7, 90-110 dias
apos a emergéncia, em folha, botao floral, flor e maca (Figura 1.2). Contudo, mesmo
inferiores estatisticamente, esses valores foram préximos de 80% no estagio GS7,
eficacia considerada aceitavel. Esses resultados indicam que a atual transgenia Bt
do algodoeiro € eficaz contra H. armigera na maioria das situagdes e que a eficacia
somente diminui para 80% nos 6rgados da planta em estagios a partir da fase

reprodutiva de algodoeiros com a transgenia Bt Cry1Ab+Cry2Ae (Figura 1.2).
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O tempo letal mediano (TLso) € outra varidvel-resposta que informa sobre a
eficiéncia (rapidez) da variedade de algodoeiro Bt para causar o efeito de mortalidade
nas lagartas. Contudo, esses fatores causaram efeitos principais independentemente,
como indicaram os resultados do teste F (Tabela 1.3). Para causar a morte da metade
das lagartas, os algodoeiros Bt Cry1Ac+Cry2Ab e Cry1Ab+CryAe, da 22 geragao,
levaram cerca de 1 dia a mais em relagdo aos da 32 geragao, que produzem a toxina
Bt Vip3Aa (Figura 1.3A). Quanto a fenologia e 6rgaos da planta, as folhas nos estagios
iniciais até 45 dias mataram as lagartas cerca de 2 dias mais rapido que os demais
orgaos nos demais estagios fenoldgicos testados (Figura 1.3B). Os valores de tempo
letal mediano foram de 5, 6 e 7 dias para lagartas nos estagios de desenvolvimento
larval L1, L3 e L5, respectivamente (Figura 1.3), e a ordem decrescente de
susceptibilidade foi lagarta pequena (0,5 cm), seguida da média (1,0 cm) e depois
grande (3,5 cm). Portanto, os algoddes Bt foram eficazes contra as lagartas
independente do estagio ou tamanho larval apesar de elas diferirem em
suscetibilidade a Bt.

1.4. DISCUSSAO

A mortalidade natural das lagartas nos tecidos de variedades de algodoeiros
nao-Bt foi baixa (<6%), o que se deve a auséncia de toxinas Bt nesses tecidos. Esse
resultado e é de fundamental importancia para as conclusdes desta pesquisa sobre a
eficacia dos algodoeiros Bt (Gore et al., 2001). A mortalidade e o tempo letal para
lagartas de H. armigera variou significativamente entre algodoeiros Bt, dependendo
do estagio larval, da transgenia do algodoeiro e da fenologia e érgao da planta. O
efeito significativo da interagdo entre o estagio larval da lagarta e a transgenia do
algodao indicou que a eficacia das toxinas Bt é influenciada pelo estagio de
desenvolvimento das lagartas. Em contraste, a mortalidade em plantas Bt foi alta e
nao variou significativamente entre os diferentes estagios larvais, sugerindo que as
toxinas Bt produzidas nesses nos tipo de algodoeiroas transgénicos sao eficazes em
matar lagartas independentemente do seu tamanho ou estagio de desenvolvimento
(Knight et al., 2013).

Essas informacdes encontradas sédo importantes porque demonstram que os
algodoeiros Bt podem oferecer uma forma de controle eficaz contra H. armigera,

potencialmente reduzindo a necessidade de aplicacdes frequentes de inseticidas
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sintéticos. No entanto, a mortalidade das lagartas também dependeu a transgenia do
algodao, a fenologia do algodoeiro e o 6rgdo da planta Foi observado que, em
variedades Bt, a mortalidade das lagartas foi consistentemente alta, geralmente acima
de 70%, mas houve uma ligeira diminuigédo na eficacia em plantas Bt Cry1Ab+Cry2Ae
durante os estagios fenolégicos mais avangados (GS6 e GS7) e em O&rgaos
reprodutivos como botdes florais e flores, com taxas de mortalidade variando entre
70% e 89% (Adamczyk & Sumerford, 2001).

Receava-se que a expressdo das toxinas Bt pudesse diminuir em estagios
fenoldgicos avangados e em certos 6rgaos da planta, devido a alocagéao e particao de
recursos metabdlicos pela planta durante o desenvolvimento reprodutivo (Liu et al.,
2019). Os resultados desta pesquisa mostraram que os algodoeiros Bt foram eficazes
na maior parte do ciclo de cultivo, sugerindo que esse nao parece ser um grande
problema no caso dos algodoeiros Bt que produzem a toxina VipAa. Contudo, nos
bioensaios realizados, os insetos ndo puderam escolher o 6érgéo ou tecidos vegetais
para se alimentarem, situacdo que pode ser um pouco diferente no campo, onde as
lagartas possuem certa autonomia de movimentagao e podem evitar consumir tecidos
com alta concentracdo de toxinas (Bahar et al.,, 2019). Para os monitores e
manejadores de pragas do algodéo é importante ser manter vigilante para a algum
eventual escape por sobrevivéncia que possa ocorrer devido ao comportamento de
evitagdo a Bt das lagartas.

O tempo letal mediano (TLso) reforgou as observagcbes de mortalidade,
mostrando que as variedades de algodoeiro Bt de terceira geragéo, que expressam a
toxina Vip3Aa, foram mais rapidas em causar mortalidade nas lagartas, com um tempo
letal mediano (TLso) menor comparado as variedades de segunda geragao, que
expressam Cry1Ac+Cry2Ab e Cry1Ab+Cry2Ae. Isso sugere que a nova geragao de
algodoeiros Bt deve proporcionar uma mortalidade mais rapida, o que pode ser
importante para reduzir a chance de injurias a cultura, porém aumenta a presséo de
selecdo para o desenvolvimento de resisténcia em populagdes de H. armigera a Bt.
Além disso, a maior eficacia das folhas nos estagios fenoldgicos iniciais, que mataram
as lagartas cerca de 2 dias mais rapido do que outros 6rgaos em estagios fenoldgicos
posteriores, indica que a fase inicial de desenvolvimento do algodoeiro deve reduzir
grande parte da populagcéo de H. armigera (Marques et al., 2023). Apesar disso &

preciso atengcdo a ataques severos em estagios fenolégicos avangados, os quais
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podem causar grande prejuizo, como aqueles que ocorreram em 2022/2023, proximo

a colheita do algodao no oeste da Bahia.

1.5. CONCLUSOES

Os algodoeiros transgénicos Bt com a toxina Vip3Aa sdo mais potentes que os
com apenas toxinas Cry contra lagartas de H. armigera.

As toxinas Bt produzidas nas folhas dos algodoeiros nos estagios fenlégicos
até 45 dias matam as lagartas mais rapido (2 dias) do que nas folhas e outras
estruturas reprodutivas.

A susceptibilidade aos algoddes Bt € maior nas lagartas pequenas (L1, <0,5
cm) e drecresce pouco nas médias (L3, 1,0-1,5 cm) e nas grandes (L5, >3,5 cm).

A eficacia das lagartas apés 7 dias € alta, 80-100 %, variando pouco em fungéo
tipos de transgenia Bt, estagios fenolégicos e érgaos da planta.

Os algodoeiros com a transgenia Bt Cry ou com Cry e Vip possuem alta eficacia
potencial contra H. armigera, estejam lagartas pequenas, médias ou grandes
comumindo diferentes estruturas da planta de diversos estagios fenoldgicos de

desenvolvimento da cultura.
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TABELAS E FIGURAS DO CAPIiTULO 1

Tabela 1.1. Informagdes das composi¢des de toxinas de Bacillus thuringiensis (Bt) presentes nas plantas de algodéao utilizadas neste

estudo.

Cqmpo_sigéo_ de Nome comercial Variedade Empresa Empresa detentora Ano de

principios ativos : a . ~

(toxinas Bt) de da tecnologia  Evento(s) transgénico(s) de produtora do evento liberagao
A transgénica algodoeiro  da semente transgénico comercial

resisténcia a lagarta

Nao-Bt - GHB614 x T304-40 x FM 944 GL BASF BASF 2012

GHB119
Cry1Ac + Cry2Ab2 Bollgard Il MON 159857 DP 1637 B2 Bayer Bayer 2009
RF

Cry1Ac + Cry2Ab2 + Bollgard lll MON15985 x DP 1949 Bayer Bayer 2016

Vip3Aa19 MON88913 x COT102

Cry1Ab + Cry2Ae GLT T304-40 x GHB119 FM 906 BASF BASF 2011

(GLT)

Cry1Ab + Cry2Ae + GLTP GHB614 x T304-40 x FM 985 BASF BASF 2017

Vip3Aa19 GHB119 x COT102 (GLTP)

Cry1F + Cry1Ac, + WideStrike 3 DAS-21023-5 x DAS- TMG 91 Corteva Corteva 2018

Vip3Aa19 24236-5 x SYN-IR102-7
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Tabela 1.2. Informagdes sobre os estagios fenoldgicos do algodoeiro que

foram utilizados na pesquisa.

Cadigo do estagio Dias ap6s a

fenolégico emergéncia Descrigao

GS1:11 7-10 Primeira folha verdadeira

GS5:55 35-45 Inicio da fase reprodutiva, 1° botao floral
GS6:67 60-75 Fase reprodutiva, 52 flor

GS7:79 90-110 Fase reprodutiva, 92 maca

Referéncia: Munger, P., Bleiholder, H., Hack, M., Stau®, M. H. R., Van den Boom, T., & Weber,
E. (1998). Phenological growth stages of the cotton plant (Gossypium hirsitum L.): Codification
and description according to the BBCH Scale. J Agron Crop Sci., 180, 143—149.

Tabela 1.3. Teste F dos efeitos dos fatores estagio larval de Helicoverpa

armigera, transgenia de algodoeiro Bt, e fenologia/érgao da planta.

Variavel Efeito GLNum GLDen F P

resposta

Tempo letal Estagio larval do inseto (L) 2 124 34,03 <0,01

mediano

(TLso) Transgenia do Algodoeiro (A) 4 124 3,42 0,01
Fenologia/Orgdo da planta (FO) 9 124 11,57 <0,01

Mortalidade Estagio larval do inseto (L) 2 108 424 <0,01

I

acumulada Transgenia do Algodoeiro (A) 5 108 <001 > 0,99
Fenologia/Orgdo da planta (FO) 7 108 0,04 0,99
LxA 10 108 4,00 <0,01
AxFxO 32 108 5,567 <0,01

GL Num, graus de liberdade do numerador. GL Den, graus de liberdade do denominador
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Figura 1.1. Porcentagem de mortalidade de Helicoverpa armigera de acordo
com o estagio larval e a transgenia Bt do algodoeiro. As lagartas alimentaram
nos tecidos da planta por 7 dias, quando se contabilizou a mortalidade. Médias
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CAPITULO 2

Resisténcia a toxinas Bt Cry pode comprometer o potencial de controle de

Spodoptera frugiperda por algodoeiros Bt?

Resumo

O cultivo de algodao é amplamente afetado por pragas como Spodoptera frugiperda
(Lepiodptera: Noctuidae) que pode causar danos severos nos cultivos. As lagartas de
S. frugiperda atacam inicialmente as folhas mais jovens do algodoeiro e, a medida que
se desenvolvem, consomem estruturas reprodutivas como botdes florais, flores e
magas, o que pode levar a perdas substanciais na produg¢ao de algodao. A introdugao
de algoddes transgénicos, que expressam toxinas Cry e Vip de Bacillus thuringiensis
(Bt), foi uma importante inovagao no controle dessa praga. No entanto, a resisténcia
da toxinas Cry, documentada em algumas populagdes de S. frugiperda, ameacga a
eficacia do controle oferecido por essa tecnologia. Este estudo investigou a eficacia
de diferentes cultivares de algodoeiro Bt na mortalidade de S. frugiperda,
considerando variaveis como a resisténcia pré-existente a toxina Bt, os estagios
larvais, os érgéos da planta, e os estagios fenoldgicos. As plantas foram cultivadas
normalmente no campo sem aplicagdo de inseticida e, em diferentes estagios
fenoldgicos foram colhidos e imediatamente ofericidos aos insetos no laboratério por
7 dias. Os algodoeiros com a toxina Vip3Aa mataram as lagartas de S. frugiperda mais
rapido (3—4 dias) que algodoeiros com toxinas somente Cry. Esse efeito ocorreu
sobretudo nas lagartas pequenas ou médias (L1 ou L3, <1,5 cm) que nos ensaios
foram mais suscetiveis aos algodoeiros Bt que as grandes (L5, >3,5 cm). A resisténcia
a Bt da populacéao do inseto ndo alterou significativamente o tempo letal mediano das
lagartas L5, mas o fez variavelmente, em diregdo, amplitude ou ambos, nas lagartas
dos estagios L1 e L3. Nas lagartas de L1, o tempo letal foi alongado em 15-43%, seja
nos algodoeiros Cry ou nos Cry e Vip, soretudo Cry1Ac + Cry1lFa + Vip3Aa. Nas
lagartas L3, houve aumento de 12-22% no tempo letal nos algodoeiros
Cry1Ac+Cry2Ab, Cry1Ab+Cry2Ae e Cry1Ac+Cry1Fa+Vip3Aa, e reducao de 13-23%
nos algodoeiros Bt Cry1Ac+Cry2Ab+Vip3Aa e Cry1Ab+Cry2Ae+Vip3Aa. Contudo, os

tecidos de todos dos algodoeiros Bt testados causaram mortalidade acumulada em 7
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dias de 100% das lagartas, independemente da resisténcia delas a Bt Cry e do estagio
larval (L1, L3 ou L5) e se elas consumiram folha, botao floral, ou maca das plantas de
uma ampla gama de estagios fenoldgicos. Nessas condigdes, a mortalidade natural
das lagartas foi <5%, mostrando que alta mortalidade seguramente se deve as toxinas

Bt produzidas nos tecidos dos algodoeiros transgénicos.

Palavras-chave: Resisténcia, manejo de pragas, transgenia.
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Abstract

Cotton cultivation is widely affected by pests such as Spodoptera frugiperda (fall
armyworm, Lepidoptera: Noctuidae), which can cause severe crop damage. Fall
armyworms initially attack the younger leaves of the cotton plant, and they consume
reproductive structures such as flower buds, flowers, and bolls as they develop, which
can lead to substantial losses in cotton production. The introduction of transgenic
cotton cultivars, which produce Cry and Vip toxins from Bacillus thuringiensis (Bt), was
an important innovation for controlling lepidopteran pests in cotton. However, the
resistance of Cry toxins, documented in some populations of S. frugiperda, threatens
the effectiveness of the control offered by this technology. This study investigated the
efficacy of different Bt cotton cultivars on S. frugiperda mortality, considering variables
such as pre-existing resistance to Bt toxin, larval stages, plant organs, and
phenological stages. The plants were normally cultivated in the field without insecticide
application, and, in different phenological stages, they were harvested and immediately
offered to the insects in the laboratory for 7 days. Cotton plants with Vip3Aa toxin killed
S. frugiperda caterpillars faster (3—4 days) than cotton plants with Cry-only toxins. This
effect occurred mainly in small or medium armyworms (L1 or L3, <1.5 cm) that in the
trials were more susceptible to Bt cotton than large ones (L5, >3.5 cm). The Bt
resistance of the insect population did not significantly alter the median lethal time of
L5 larvae. Still, it did so variably, in direction, amplitude, or both, in the larvae of the L1
and L3 stages. In the former, the lethal time was lengthened by 15-43%, either in Cry
cotton or in Cry and Vip, prima Cry1Ac + Cry1Fa + Vip3Aa. In L3 bollworms, there was
a 12-22% increase in lethal time in Cry1Ac+Cry2Ab, Cry1Ab+Cry2Ae, and
Cry1Ac+Cry1Fa+Vip3Aa kinds of Bt cotton, and a 13-23% reduction in
Cry1Ac+Cry2Ab+Vip3Aa and Cry1Ab+Cry2Ae+Vip3Aa kinds of Bt cotton. However,
the tissues of all of the Bt cotton plants tested caused cumulative mortality in 7 days of
100% of the caterpillars, regardless of their resistance to Bt Cry and the larval stage
(L1, L3 or L5) and whether they consumed leaf, flower bud, or apple from plants of a
wide range of phenological stages. Under these conditions, the natural mortality of the
caterpillars was <5%, showing that high mortality is surely due to the Bt toxins
produced in the tissues of transgenic cotton plants.

Keywords: Resistance, pest management, transgenic crops.
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2.1. INTRODUGAO

Os desafios com fatores de estresse bidticos impactam o cultivo do algodoeiro
globalmente e podem resultar em grandes prejuizos a cada safra se n&o for mitigada
adequadamente a acao desses fatores. Dentre eles, se destaca o ataque de insetos-
praga, principalmente os das ordens Coleoptera e Lepidoptera. Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), € uma praga polifaga e invasiva,
considerada uma grande ameaga a economia global. Além do ataque a cultivos de
milho e soja, o inseto causa grande ansiedade nos manejadores de praga nos cultivos
de algodao, ndo somente nas Américas, mas também no Hemisfério Oriental, onde
se estabeleceu na ultima década. O inseto possui grande capacidade dispersiva e
migratdria, com autonomia de voo de até 1.600 km, além de grande polifagia, alta taxa
reprodutiva e curto tempo de geragao, caracteristicas que contribuiram para o receio
global com ataques de S. frugiperda em diversas culturas (Salem et al., 2024).

O ataque aos cultivos de algodéo por S. frugiperda geralmente ocorrem a
partir do estabelecimento dos primeiros instares larvais, apds a ecloséo. As lagartas
recém-eclodidas advindas de massa de ovos colocada pela mariposa normalmente
se localizam no tergo médio inferior das plantas de algodao, onde alimentam-se das
folhas novas. Com o passar dos dias, as lagartas crescem e se desenvolvem e a partir
desse processo fisioldgico, elas mudam de habito alimentar e por consequéncia
aumentam a quantidade de estruturas consumidas. As larvas em instares mais
avancados podem ser encontradas no terco médio superior das plantas, onde se
alimentam das estruturas reprodutivas como botdes florais, flores e macas. A
alimentagao das lagartas em botdes florais e flores, prejudica o desenvolvimento e a
fecundidade das flores, impossibilitando a formacdo das macgas. A maior parte da
alimentacdo da S. frugiperda no algodoeiro ocorre durante os ultimos trés instares
larvais, quando é responsavel por aproximadamente 98% da desfolha e por danos
causados nas macas. Até 80% das estruturas reprodutivas podem ser consumidas
até os ultimos instares (Hardke et al., 2015).

Proteger o cultivo do algodao contra o ataque da S. frugiperda durante todo o
seu desenvolvimento é importante para alcancgar alta produtividade da cultura. O
algodoeiro geneticamente modificado que produz as toxinas Cry e Vip pode ser eficaz
no controle das lagartas, tornando-se uma das principais formas de manejo dessa

praga. Essa tecnologia transgénica dos algodoeiros Bt € fundamental na agricultura
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contemporénea por oferecer comodidade no combate a infestagbes das lagartas
(Tandy et al., 2023). Contudo, casos ja documentados de resisténcia a toxinas Cry1 e
Cry2 em populagdes de S. frugiperda pode comprometer a eficacia de controle das
lagartas em alguns tipos de algodao Bt, principalmente aqueles com transgenia
somente para produgado de toxinas da classe das Cry (Santos-Amaya et al., 2015;
Tavares et al., 2021).

Os algoddes Bt foram plantados comercialmente pela primeira vez no Brasil
em 2005 (CTNBio, 2024). Para que a tecnologia do algodao Bt seja eficaz contra
lagartas nos cultivos do algodao, os niveis de produgao de toxina Bt na planta devem
estar em quantidades letais em diferentes estruturas como folha, botéo floral, flor e
maca, onde as lagartas se alimentam a medida que crescem e se desenvolvem. Ha
relatos de observagdes da ocorréncia de lagartas de S. frugiperda em certos tipos de
algoddao Bt, porém pouco se conhece da sobrevivéncia delas ao longo do
desenvolvimento do inseto e da planta. A sobrevivéncia das lagartas em plantas de
algodoeiro Bt pode estar associada ao(s) tipo(s) ou a baixa concentragao de toxina
produzida pela planta em determinados estagios fenoldgicos ou estruturas vegetais.
Variagao na produgao da toxina Bt em plantas de algodao pode ocorrer devido a
fatores como mutagdes no gene Bt, problemas na regulagédo da expressao génica e
interacao entre gendtipo da planta e o ambiente em que é cultivada (Liu et al., 2019).

Assim, nesta foi avaliado se a resisténcia a Bt em populagdes de S. frugiperda
pde em risco o potencial de controle por algodoeiros Bt ao longo do desenvolvimento
da cultura. Considerou-se diversos fatores que podem influenciar na suscetibilidade
do inseto na sua interacdo com a planta Bt, incluindo, além da populacao resistente e
suscetivel a Bt, estagio larval, tipo de algodao Bt, idade da planta e estrutura onde o

inseto pode se alimentar.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Origem e manutencgao dos insetos

Em abril de 2021, aproximadamente 2000 lagartas de S. frugiperda foram
coletadas em campos de milho Bt expressando os genes Cry1 e Cry2 no municipio
de Sao Desidério, Bahia. Os insetos coletados foram colocados em recipientes
plasticos (uma lagarta por recipeinte), acondicionados em caixas de isopor e levados
ao Laboratorio de Interagdo Inseto-Planta da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
Uma segunda populagao de S. frugiperda foi utilizada na pesquisa. Os insetos foram
originalmente fornecidos pela Embrapa Milho e Sorgo, localizada no municipio de Sete
Lagoas, MG. Essa populagdo € mantida em laboratério na auséncia de pressao de
selegcdo por toxinas Bt desde o ano 2000. A criagado dessas lagartas é mantida no
Laboratdrio de Interacdo Inseto-Planta da UFV. Antes da realizagdo dos ensaios, 0s
insetos de ambas as populagbes foram criados por uma geragdo em folhas de
algodoeiro ndo Bt e posteriormente mantidos com dieta artificial como descrito a
seqguir.

Para criagdo dos insetos em laboratério, as mariposas sé&o colocadas em
gaiolas de PVC de 40 cm de altura x 30 cm de diametro, com papel sulfite nas paredes
internas para oviposi¢éo. Para alimentagdo das mariposas, foi oferecida embebida em
algodao hiddfilo dieta liquida a base de 10% de agucar e 5% de acido ascorbico em
agua. As folhas de papel contendo as posturas foram coletadas no segundo e no
quarto dia a partir do inicio do periodo de oviposi¢gdo. Posteriormente, foram
armazenadas em sacolas plasticas até a eclosdo. Grupos de neonatas foram
transferidos para dieta artificial (Kasten Jr. et al., 1978) em copos plasticos de 500 mi
até o 2° instar e depois individualizados em bandejas de PVC de 16 células (Advento
do Brasil, Diadema, SP) até empuparem. As criagdes foram mantidas em ambiente
controlado com temperatura de 27 £ 2 °C, umidade relativa de 70 + 15% e fotoperiodo
de 14L:10E.

2.2.2. Cultivares de algodoeiro e seu cultivo

Plantas de algodoeiro dos mesmos cultivares descritos no capitulo anterior

(Tabela 1.1, p. 32) foram utilizados nesta pesquisa. As plantas foram cultivadas em
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campo na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo Diogo Alves de Melo do
Departamento de Agronomia da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG
(20°48'45”S, 42°56’15”W, altitude 600 m), no periodo de 11/11/2022 a 30/05/2023.
O espacamento entre linhas usado foi de 0,90 m com 8 plantas por metros
com &rea total para cada cultivar de 100 m?. Durante a instalacdo e manutengéo do
cultivo foram empregadas praticas culturais segundo Borém & Freire (2014) porém

sem aplicacao de inseticidas.

2.2.3. Delineamento experimental e bioensaios tempo-mortalidade

A pesquisa foi realizada em delineamento experimental inteiramente
casualizado em esquema fatorial de 2 populagdes do inseto x 3 estagios larvais x 6
cultivares x 4 estagios fenoldgicos em 4 érgaos ou estruturas vegetais do algodoeiro.
Nos ensaios, um minimo de 32 insetos foi utilizado, cada individuo representando a
unidade para contagem do numero de sucessos (mortes) e do tempo para ocorréncia
do evento de interesse. Os ensaios foram realizados escalonadamente de novembro
de 2022 a maio de 2023 no laboratério de Interacdo Inseto-Planta (LABIIP) na UFV,
Vigosa, Minas Gerais. Os quatros diferentes estagios fenolégicos do algodoeiro foram
utilizados de acordo com a escala BBCH (Munger et al., 1998). Foram utilizadas
lagartas de 1°, 3° e 5°instar de S. frugiperda e as estruturas do algodoeiro foram folha,
botao floral, flor e maga. Essas estruturas vegetais foram fornecidas aos insetos na
unidade experimental (recipiente plastico de 3 x 2 x 2 cm®) e foram substituidas
quando necessario, como descrito no capitulo anterior. Apdés a montagem dos
ensaios, as unidades experimentais foram mantidas nas mesmas condigdes
ambientais utilizadas para a criagao dos insetos (25 £ 1°C, umidade relativa do ar de
70 = 10% e fotoperiodo de 12L:12E). As avaliagdes de mortalidade foram realizadas
a cada 24 horas, por um periodo de até 7 dias, caso nao ocorresse mortalidade
completa antes desse prazo.

Foram realizados quatro bioensaios ao longo do desenvolvimento fenolégico
do algodoeiro. O 1° bioensaio foi realizado na fase vegetativa GS1:11 (12 folha
verdadeira) e os procedimentos foram os mesmos daqueles descritos no capitulo
anterior. O 2° bioensaio ocorreu no inicio da fase reprodutiva GS5:55, testando-se
folhas e botdes florais, os quais foram retirados do tergo inferior das plantas, no 1°

ramo simpodial, na primeira posi¢céo. O 3° bioensaio foi realizado no estagio GS6:65
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utilizando-se folhas, botdes florais e flores. Esses foram retirados do terco médio das
plantas, localizado no 5° ramo simpodial, na primeira posicdo. O 4° bioensaio foi
realizado em GS7: 79, com folhas, botbes florais, flores e macas. Essas estruturas
foram retiradas do terco superior das plantas, localizado no 9° ramo simpodial, na
primeira posi¢cao. Os procedimentos para coleta, montagem e avaliagdo dos

bioensaios foram realizados como descrito no capitulo anterior desta tese.

2.2.3. Analise dos dados

Os dados de numero de mortes ao longo do tempo para ocorréncia do evento
para cada um dos ensaios realizados foram analisados usando o procedimento nao-
paramétrico de Kaplan e Meier (1958) para obter curvas de sobrevivéncia dos insetos.
Isso foi feito para cada uma das estruturas vegetais e estagios fenoldgicos (10) de
cada um dos cultivares (6) e para cada um dos estagios larvais (3) e cada uma das
(2) populagdes de S. frugiperda que foram estudados. Ao todo obteve-se 360 curvas
de sobrevivéncia e delas utilizou-se a mortalidade dos insetos apds 7 dias nos tecidos
vegetais e do tempo necessario para ocorrer a morte (letalidade) de 50% das lagartas
(TLso). A primeira variavel mede a eficacia do tecido vegetal do algodoeiro Bt para
causar o efeito desejado em determinado tempo. A segunda variavel mede a eficiéncia
(poténcia ou capacidade) do algodoeiro Bt para causar a morte, sendo mais eficiente
aquele que causar o efeito em menos tempo (Hall & Wellner, 1980; Kaplan & Meier,
1958).

Essas variareis foram analisadas usando modelos lineares generalizados Fiel
ao delineamento experimental em esquema fatorial da pesquisa. Usou-se a
distribuicdo Binomial com a funcéo de ligagéo log para a proporgéo de mortalidade e
a distribuicdo Gama com a fungao de ligagao log para o tempo até ocorrer 50% de
mortalidade do grupo nos tecidos das plantas (Gbur et al., 2012). O modelo linear for
composto pelos fatores anteriormente descritos, incluindo a populagéao do inseto (2),
o estagio larval do inseto (3), o cultivar da planta (6) e seus estagios fenolégicos e
orgaos ou estruturas (10). O modelo completo incluiu todos os efeitos principais dos
fatores e das interagdes, reduzindo-o aos componentes (efeitos dos fatores e de
interacdo) que aprsentaram significancia (P < 0,05) e contribuigdo substancial para
descrever os dados com minima deviancia residual (Gbur et al. 2012). O modelo

minimo adequado (parcimonioso) foi geralmente aquele cujo valor do Qui-Quadrado
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da falta de ajuste aproxima do numero de graus de liberdade residual ou que tem o
minimo valor do critério de informagao de Akaike (1974) corrigido para o tamanho da
amostra (Hurvich & Tsai, 1989). Quando foi significativo o efeito das interagdes, ele foi
desdobrado separando-se as médias pelo teste de Tukey ou pelo teste F (P < 0,05).
Além disso, para melhor entender a diregao e magnitude do efeito da resisténcia a Bt
Cry no desempenho dos algodoeiros Bt contra as lagartas, calculou-se as seguintes
variaveis com base nos valores de TLso: i) fator de resisténcia (FRC = TLsores* TLs0sus),
ii) tamanho do efeito da resisténcia a Bt no TLso dos insetos (TEF = TLsores - TLsosus),
e i) efeito percentual (negativo ou positivo) no tempo letal dos insetos (%ETL = 100
x (FRC - 1)).

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As lagartas de S. frugiperda ao se alimentarem por cerca de uma semana nos
tecidos dos algoddes Bt e ndo-Bt apresentam dindmica de mortalidade que variaram
em fungao dos fatores em estudo (Tabela 2.1). O tempo letal mediano (TLso) variou
significativamente em func&o da populagéo do inseto (P), estagio larval do inseto (L),
transgenia do algodoeiro (A), e fenologia e érgao da planta (F x O), com efeitos
significativos de interagdes duplas, triplas e até quadrupla dos fatores (Tabela 2.1). O
efeito significativo da interagdo entre populagéo do inseto, estagio larval e transgenia
Bt do algodoeiro (P x L x A), indica que o tempo necessario para os algodoeiros Bt
causarem 50% de mortalidade das lagartas depende da populagao, do estagio larval
do inseto e da transgenia da planta. Além disso, o efeito da interagdo entre populagao
do inseto, transgenia do algodoeiro e fenologia e érgao da planta (P x A x F x O)
também foi significativo no tempo letal mediano (Tabela 2.1). Essas interagdes eram
esperadas, dado as complexas relagdes entre o inseto e a planta de algodao, as quais
dependem do gendtipo (populagéo) do inseto e seu estagio de desenvolvimento e das
caracteristicas da fenologia e o6rgados da planta. Por outro lado, a mortalidade
acumulada ndo apresentou variagao significativa para a maioria dos fatores e suas
interagcdes, exceto na interagdo quadrupla (P x A x F x O) (Tabela 2.1). Isso requer
desdobramento para entender o efeito dos niveis dos fatores na mortalidade
acumulada das lagartas.

Ao desdobrar a interagdo P x L x A (Figura 2.1), observa-se um padrao geral

nos valores de TLso das lagartas nos algodoeiros Bt para as populagdes do inseto.
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Nos algodoeiros com a toxina Vip3Aa, os valores de TLsg foram de 3—4 dias para as
lagartas L1 e L3, cerca da metade dos valores de TLso (5—6 dias) para lagartas desses
estagios nos algodoeiros somente com toxinas Cry. Para as lagartas no estagio L5, a
diferenga entre esses tipos de algodoeiros Bt foi pequena a inexistente, com
respectivos valores de cerca de 5 e 6 dias para os algodoeiros com Vip3Aa e os sem
a toxina (Figura 2.1). Além disso, os valores de TLsg das lagartas no estagio L5 foram
geralmente maiores que nos demais estagios, havendo certa interagdo com a
caracteristica de resisténcia a Bt da populacéo de S. frugiperda. A resisténcia a Bt da
populagao alterou menos de 8% no tempo letal mediano das lagartas L5, efeito nao
significativo, ao contrario daquele nas lagartas dos estagios L1 e L3, nas quais o efeito
variou em diregdo ou amplitude ou ambos (Figura 2.1). O tempo letal das lagartas L1
foi alongado em 0,44-1,38 dias, 1543 %, seja nos algodoeiros Bt produzindo
somente toxinas Bt Cry ou naqueles produzindo toxinas Bt Cry e Vip, com destaque
para o que produz Cry1Ac + Cry1Fa + Vip3Aa, cujo aumento foi 43% (Figura 2.1).
Para lagartas L3, o efeito dependeu da transgenia Bt da planta. Houve aumento de
12—-22 % no tempo letal nos algodoeiros Cry1Ac + Cry2Ab, Cry1Ab + Cry2Ae e Cry1Ac
+ Cry1Fa + Vip3Aa, e redugdo de 13-23 % nos algodoeiros Bt Cry1Ac + Cry2Ab +
Vip3Aa, Cry1Ab + Cry2Ae + Vip3Aa (Figura 2.1).

A (Figura 2.2) mostra o tempo letal mediano dos insetos das populagbes
suscetivel e resistente nas diversas variedades de algodao e nos érgaos da planta de
acordo com os estagios de crescimento. Observa-se que os valores de TLso variaram
significativamente entre as populagdes suscetivel e resistente, e entre as variedades
de algodoeiro Bt, estagios fenoldgicos e 6rgdos ou estruturas da planta. Para a
populagao suscetivel, as variedades de algodoeiro que expressam a toxina Vip3Aa
mostraram um tempo letal mediano menor em comparacido com as variedades que
nao expressam essa toxina, principalmente as com as combinagdes de Cry1A, Cry2A
e Vip3Aa (Figura 2). Essas diferengas foram maiores até o estagio fenolégico 3
(GS6:65, 5% Flor, 60-75 dias apés a emergéncia), mas, em menor extensao,
continuaram a existir posteriormente até 90-110 dias apdés a emergéncia e com
alguma variagédo nos o6rgaos ou estruturas da planta. Isso indica um maior potencial
para eficacia dessas variedades no controle das lagartas, principalmente e nos érgéos
como folhas e botdes florais.

Padrdao semelhante de efeito dos algodoeiros Bt com ou sem a toxina Vip3A

ocorreu para a populacao resistente a Bt (Figura 2.2), e houve também um efeito
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significativo, porém, pequeno, de 1-2 dias, no tempo letal para as lagartas resistentes
em comparacgao as suscetiveis a Bt. O efeito se manifestou em aumento ou diminuigao
no tempo letal das lagartas, dependendo do estagio fenolégico e do érgao ou estrutura
da planta e variedade de algodoeiro Bt. As diferengas no tempo letal de lagartas
resistentes e suscetiveis ocorreram quando elas se alimentaram de folhas e botdes
florais nos estagios fenoldégicos 1-3, e em flores e magas, no estagio 4 das plantas
(Figura 2.2). Essa complicada resposta mostra que ocorrem complexas interagdes
que influenciam no resultado da fitofagia de lagartas de S. frugiperda, as quais podem
ou néo carrear resisténcia a Bt ao interagirem com os algodoeiros Bt. Em geral, nas
plantas em inicio de ciclo, a resisténcia a Bt pode erodir parte do potencial de controle
das lagartas pelo algodao Bt, colocando mais em risco de falha de controle as
variedades com apenas toxinas Cry do que aquelas com as toxinas Bt Cry e Vip3Aa.

Alguém pode se questionar se o tamanho dos efeitos e a complexidade das
interacbes acima relatados pode afetar de forma preocupante a capacidade de
controle de lagartas pelos algodoeiros Bt disponiveis no mercado. Na (Figura 2.3), é
mostrada a porcentagem de mortalidade acumulada de S. frugiperda em fungao das
populagdes suscetivel e resistente a Bt, para cada transgenia Bt do algodoeiro, e em
orgaos ou estruturas das plantas de diversos estagios fenoldégicos. Observa-se que,
nos estagios de desenvolvimento do algodoeiro até 110 dias ap6s emergéncia (GS1,
GS5, GS6 e GS7) e nos diferentes érgaos da planta (folha, botéo floral, flor e maga),
as cultivares transgénicas de algodoeiro que expressam toxinas Cry e Vip causaram
100 % de mortalidade em lagartas de ambas as populag¢des de S. frugiperda (Figura
2. 3.) Esse resultado indica que as toxinas Cry e Vip, produzidas nas variedades de
algodoeiro Bt, sdo altamente eficazes contra S. frugiperda, independentemente de: 1)
a populagao ser suscetivel ou resistente a Bt Cry, e 2) se a lagarta é pequena (L1) ou
grande (L5). Em contraste, ao se alimentarem nos tecidos de diversos 6rgaos ou
estruturas vegetais dos algoddes Nao-Bt em diferentes estagios fenoldgicos, as
lagartas tiveram mortalidade minima, menos de 5% (Figura 2.3). Esses resultados sao
evidéncias de que o efeito na mortalidade pode seguramente ser atribuido as toxinas

Bt produzidas nos tecidos dos algodoeiros transgénicos.
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2.4. CONCLUSOES

Os algodoeiros com a toxina Vip3Aa sdo mais potentes contra S. frugiperda
que algodoeiros somente com toxinas Cry, sobretudo as lagartas pequena ou médias
(L1 ou L3, <1,5 cm), que sao suscetiveis que as grandes (L5, >3,5 cm).

A suscetibilidade aos algodoeiros Bt varia com a resisténcia a Bt da populagao
do inseto, a variedade de algodoeiro Bt, o seu estagio fenolégico e o 6rgado ou
estrutura da planta.

A resisténcia a Bt da populagao altera a suscetibilidade das lagartas pequenas
e médias nos algodeiros Bt, as podem aumentar ou diminuir a suscetibilidade aos
algodeiros Bt Cry e Bt Cry e Vip3Aa, dependendo da variedade da transgenia Bt, da
estrutura da planta consumida pelo inseto durante o desenvolvimento da cultura.

O tamanho dos efeitos da resisténcia a Bt da populagcdo ndo compromete a
capacidade de controle de lagartas pelos algodoeiros Bt, que se aproxima de 100%
mortalidade acumulada independemente se a populacao é suscetivel ou resistente a
Bt Cry e as lagartas (pequenos ou grandes) e se consomem folha, botédo floral, ou

maca das plantas em diversos estagios fenoldgicos.
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TABELAS E FIGURAS DO CAPIiTULO 2

Tabela 2.1. Teste F dos efeitos dos fatores populagéo e estagio larval de Spodoptera

frugiperda, transgenia de algodoeiro Bt e fenologia/érgao da planta.

Variavel Efeito GL Num GL Den F P
Tempo letal Populagao do inseto (P) 1 172 29.57 <0,01
Mediano (TLsg) Estagio larval (L) 2 172 258.8 < 0,01
Transgenia do algodoeiro (A) 4 172 169.81 < 0,01
Fenologia/Orgao vegetal (F x O) 9 172 99.88 < 0,01
PxL 2 172 12.25 <0,01
LxA 8 172 13.18 < 0,01
PxA 4 172 7.05 <0,01
PxLxA 8 172 3.77 <0,01
PxAxFxO 81 172 486 <0,01
Mortalidade Populagéo do inseto (P) 1 212 <0,01 0,99
acumulada Estagio larval (L) 2 212 <0,01 0,99
Transgenia do algodoeiro (A) 5 212 <0,01 >0,99
Fenologia/Orgao vegetal (F x O) 9 212 <0,01 >0,99
PxL 2 212 <0,01 >0,99
LxA 10 212 0,05 >0,99
PxA 5 212 <0,01 >0,99
PxLxA 10 212 0.52 0,87
PxAxFxO 97 212 1.59 <0,01

GL Num, graus de liberdade do numerador. GL Den, graus de liberdade do denominador
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Figura 2.1. Tempo letal de Spodoptera frugiperda afetado pelo estagio larval e resisténcia

das lagartas a Bacillus thuriengiensis (Bt) e a transgenia Bt do algodoeiro. Em cada estagio

larval,

médias e erros padrdes com o0 mesmo segmento de

linha nao diferem

significativamente pelo teste de Tukey (P > 0,05). Asterisco (*) indica efeito significativo da

resisténcia a Bt no tempo letal pelo teste F do desdobramento (P < 0,05). Respectivamente,

os valores nos painéis correspondem as seguintes variaveis: i) fator de resisténcia (FRC =

TLsores* TLsosus), if) tamanho do efeito da resisténcia a Bt no TLso dos insetos (TEF = TLsores -

TLsosus), € i) efeito percentual (negativo ou positivo) no tempo letal dos insetos (%ETL = 100

x (FRC - 1)).



52

Il Folha I Botao floral Flor [ Maca
Suscetivel Resistente
Cry1Ac+Cry2Ab
. | — [ |
S
Cry1Ab+Cry2Ae
g | HE y v I«
1] ¢ ,
570 Cry1Ac+Cry2Ab+Vip3Aa
w2 [ — [
=~ Cry1Ab+Cry2Ae+Vip3Aa
= —
g Cry1Ac+Cry1Fa+Vip3Aa

Cry1Ac+Cry2Ab

Cry1Ab+Cry2Ae

N

Cry1Ac+Cry2Ab+Vip3Aa

Cry1Ab+Cry2Ae+Vip3Aa

GS5:55, 1° Botao floral,
35-45d

Cry1Ac+Cry1Fa+Vip3Aa

Estagio de crescimento do algodoeiro

Cry1Ac+Cry2Ab
é I Cry1Ab+Cry2Ae ‘
© ©
3 e U'T> Cry1Ac+Cry2Ab+Vip3Aa
83
[de]) |
3 Cry1Ab+Cry2Ae+Vip3Aa
: Cry1Ac+Cry1Fa+Vip3Aa
Cry1Ac+Cry2Ab
=3 S — O/ \AbrCr2he
4 ® g | M 1 I H %
23 = Nl
=S O
U’\) H ] | H % |
S e R g —————————

I H 1 I H * |

| e

' ' - - ' Variedadede ' ' ' '
8 6 4 2 0 a|godoeiro 2 4 6 8

Tempo letal mediano (TLs, dia) Tempo letal mediano (TL,,, dia)

o

Figura 2.2. Tempo letal de Spodoptera frugiperda afetado pela interagdo da resisténcia das
lagartas a Bacillus thuringiensis (Bt) com a transgenia Bt do algodoeiro e a fenologia e o 6rgao
da planta. Médias e erros padrdes com o mesmo segmento de linha nado diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P > 0,05). Asterisco (*) indica diferenga significativa
em suscetibilidade entre as populagdes pelo teste F (P < 0,05).
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Figura 2.3. Mortalidade acumulada de Spodoptera frugiperda de acordo com a resisténcia
das lagartas a Bacillus thuriengiensis (Bt) e com a transgenia Bt do algodoeiro e a fenologia
e 0 6rgao da planta. Médias e erros padrdes com a linha nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (P > 0,05). O numero de insetos de cada populagao testados em cada ensaio foi 480
para os algodoeiros ndo-Bt e 96 para cada estrutura vegetal de cada variedade Bt e cada

estagio de crescimento do algodoeiro.
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CONCLUSOES GERAIS

Os algodoeiros transgénicos Bt com a toxina Vip3Aa, sdo mais potentes
contra as lagartas de H. armigera e S. frugiperda, sobretudo as pequenas ou médias
(estagio L1 ou L3, <1,5 cm), que sao mais suscetiveis que as grandes (estagio L5,
>3,5 cm).

As toxinas Bt produzidas nas folhas dos algodoeiros Bt nos estagios
fenoldgicos até 45 dias matam as lagartas mais rapido (2 dias) que tais toxinas na
folhas e outras estruturas reprodutivas.

A eficacia dos tecidos dos algodoeiros Bt contra lagartas de H. armigera em 7
dias é alta, 80-100 %, e varia pouco com os tipos de transgenia Bt, estagios
fenoldgicos e érgéos da planta.

Os algodoeiros Bt Cry ou com Cry e Vip possuem alta eficacia potencial contra
H. armigera, estejam lagartas pequenas, médias ou grandes em diferentes estruturas
da planta de diversos estagios fenoldgicos de desenvolvimento da cultura.

A resisténcia a Bt Cry da populacao altera a suscetibilidade das lagartas de
S. frugiperda nos algodoeiros Bt nos estagios larvais L1 e L3. As lagartas podem
aumentar ou diminuir a suscetibilidade aos algodoeiros Bt Cry e Bt Cry e Vip3Aa,
dependendo da transgenia Bt do cultivar e estrutura da planta consumida pelo inseto
durante o desenvolvimento da cultura.

O tamanho do efeito da resisténcia a Bt Cry na suscetibilidade dos insetos néo
compromete a eficacia dos algodoeiros Bt contra S. frugiperda. Tal eficacia aproxima
de 100% depois de 7 dias, independentemente se a populagdo € suscetivel ou
resistente a Bt Cry e as lagartas (pequenas ou grandes) consomem folha, botéao floral,
ou macga das plantas em diversos estagios fenolégicos.



