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RESUMO

SOUSA, Fernanda Freitas, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2011.
Histéria de vida de populacdes de Spodoptera frugiperda previamente expostas ao
milho Bt expressando CrylAb. Orientador: Eliseu José Guedes Pereira.
Coorientadores: Simone Martins Mendes, Marcelo Coutinho Picango e Raul Narciso
Carvalho Guedes.

A lagarta-do-cartucho Spodptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) € a
praga mais importante na cultura do milho na América tropical, porém suas larvas sao
relativamente tolerantes a toxina CrylAb que é expressa em alguns hibridos de milho
Bt. A exposicdo desta praga ao milho CrylAb, com conseqiente aumento da taxa da
evolucdo de resisténcia, pode comprometer o uso dessas plantas no manejo de S.
frugiperda. Os objetivos deste trabalho foram documentar o efeito de milho CrylAb nas
taxas de crescimento e sobrevivéncia de populacdes de S. fruggmtlaminar se a
exposicao prévia a esse milho afeta o desempenho fisiolégico e reprodutivo ou a
susceptibilidade dos descendentes a toxina de Bt. Larvas de ultimo instar foram
coletadas em lavouras de milho convencional e Bt em cinco regides produtoras de
Minas Gerais e sua descendéncia foi comparada em termos de sobrevivéncia,
desenvolvimento e taxas de crescimento populacional em duas situacdes: submetidas a
exposicdo crbnica a toxina CrylAb por toda a fase larval e sem exposicao a toxina. Em
laboratério, folhas de milho MON810 causaram 75-95% de inibicdo de crescimento e
reduziram a sobrevivéncia larval de 20-80% entre as populacdes estudadas. Foi
observado aumento no tempo de desenvolvimento larval em larvas expostas a CrylAb,
relativo ao controle, e esse atraso foi maior em insetos coletados em campos de milho
convencional. Estimativas das taxas de crescimento populacional foram 50-70%
menores em individuos expostos cronicamente a CrylAb relativo ao controle, e variou
entre as populacdes de S. frugiperda e com a exposicao prévia a toxina no campo. Entre
os individuos coletados de milho Bt CrylAb, apenas uma populacdo apresentou
mortalidade relativamente mais baixa, desenvolvimento larval mais rapido e melhor
performance reprodutiva tanto submetidas a CrylAb quanto no controle. Esses
resultados indicam que larvas de S. frugiperda que completaram seu desenvolvimento
no milho CrylAb ndo apresentaram mudancas na susceptibilidade na maioria das
populacdes estudadas, exceto em uma das populagbes, que apresentou melhor
performance em folhas de milho CrylAb e aparentemente sem custo adaptativo

associado. Bioensaios com toxina purificada e experimentos de sele¢cao podem fornecer
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informacBes mais precisas sobre mudancas genéticas na susceptibilidade nessas
populacdes, o que pode ser importante no manejo de resisténcia de S. frugiperda
hibridos de milho Bt.



ABSTRACT

SOUSA, Fernanda Freitas, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2@11.
history of Spodoptera frugiperda populations previously exposed to Bt corn
expressing CrylAb Adviser. Eliseu José Guedes Pereif2o-Advisers: Simone
Martins Mendes, Marcelo Coutinho Picanco and Raul Narciso Carvalho Guedes.

The fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), is
the most destructive pest of corn in the tropical America and is relatively tolerant to the
Cryl1Ab toxin from Bacillus thuringiensis, which is expressed in some Bt corn hybrids
cultivated in Brazil. Exposure to sublethal concentrations of CrylAb in corn plants may
increase the rate of resistance evolution and compromise their efficacy against S.
frugiperda. Hence, late-instar larvae were collected from CrylAb and conventional
hybrids in five locations in Minas Gerais state and their offspring was compared for
survival, development, and population growth rates in two conditions: with chronic
CrylAb exposure throughout larval development and without toxin exposure. In the
laboratory, leaves of MON810 corn caused 75-95% growth inhibition and reduced
larval survival by 20-80% among the populations studied. Increase in the larval
development time was observed for larvae exposed to CrylAb relative to control, and
the delay was greater for insects collected from conventional corn fields. Estimates of
population growth rates were 50-70% lower for individuals chronically exposed to
CrylAb relative to control and this varied among the S. frugiperda populations and their
prior exposure to CrylAb corn in the field. Among the individuals collected from Bt
CrylAb corn, only one population showed relatively lower mortality, faster larval
development, and better reproductive performance in both CrylAb and control
treatments. These results indicate that S. frugiperda larvae that completed development
on CrylAb corn hybrids had no detectable change in CrylAb susceptibility in most
populations studied, except in one of them which showed better performance in leaves
of CrylAb corn and no apparent fithess costs associated with this trait. Bioassays with
purified Bt toxins and selection experiments should provide more precise information
about genetic changes in susceptibility in these populations, which will be important for

resistance management of S. frugiperda to B. thuringiensis corn hybrids.



1. INTRODUCAO

O desenvolvimento e a utilizagdo de culturas transgénicas expressando toxinas
da bactéria Bacillus thuringiensis representam uma das mais significativas mudancas
nas praticas de manejo de pragas desdaseticidas sintéticos e tém proporcionado
impactos positivos na producéo agricola mundial (SHELTON et al., 2002; ROMEIS et
al., 2008). Uma das vantagens do uso dessas plantas transgénicas Bt relativo ao uso de
inseticidas convencionais é a alta especificidade da proteina inseticida (MACINTOSH
et al.,, 1990), sendo minimo o efeito em organismos ndo-alvo (NOTEBORN et al.,
1995; NARANJO et al., 2005; O'CALLAGHAN et al., 2005; ROMEIS et al., 2006).
Outras vantagens do uso de plantas transgénicas incluem menor input em custos de
aplicacdo de pesticidas e reduzido impacto ambiental decorrente da manufatura,
transporte e aplicacdo destes (GASSER & FRALEY, 1989). Além disso, esse método
de controle de pragas é de facil utilizacdo pelos agricultores, sendo que a area plantada
com culturas Bt vem aumentando mundialmente desde sua primeira utilizacdo por
agricultores americanos em 1996 (JAMES, 2009).

Atualmente, a maior parte das plantas transgénicas resistentes a insetos
expressam proteinas Cry de Bacillus thuringiensis. Essas proteinas séo altamente
toxicas e extremamente especificas para um numero restrito de espécies de insetos,
sendo esta especificidade determinada pela estrutura da toxina e por fatores inerentes ao
inseto, tais como pH intestinal, classe predominante de proteinases digestivas e
receptores protéicos na membrana das células do epitélio intestinal.

Bacillus thuringiensis em sua forma natural sintetiza cristais protéicos durante
esporlacdo, que quando ingeridos por larvas de um inseto suscetivel, sédo dissolvid
no intestino larval. A protoxina liberada do cristal é ativada por proteases, resultando

num fragmento toxico ao inseto suscetivel. Esta toxina atravessa a membrana peritréfica
1



e se liga a proteinas receptoras de alta afinidade na membrana do epitélio do intestino
médio (GILL et al., 1992; KNOWLES, 1994; BRAVO et al., 2005} inseto para de
alimentar minutos apos a ingestdo da toxina (DULMAGE et al., 1978). Uma vez ligada
ao (s) receptor (es), a toxina sofre mudancgas conformacionais e provavelmente forma
um oligdbmero que se liga a outro receptor e se insere na membrana das células do
epitélio intestinal (BRAVO et al., 2004) e promove uma abertura ou poro ha membrana
celular (SOBERON et al., 2000) resultando em lise osmatica das células epiteliais. Com
a quebra da integridade do tecido epitelial, ocorre entrada de conteudo intestinal na
hemocele causando septicemia e morte larval (KNOWLES, 1994; BRODERICK et al.,
2006).

Em 1996, foi introduzido comercialmente nos EUA o milho geneticamente
modificado expressando a toxina CrylAb de Bacillus thuringiensis, o qual vem sendo
utilizado com sucesso para controle de populagbes do principal lepidéptero-praga que
ataca milho naquele pais (KOZIEL et al., 1993; SIEGFRIED et al., 2007). Em 2007 o
Brasil regulamentou os procedimentos para plantio comercial de algoddao e milho
transgénico expressando proteinas inseticidas provenientes de B. thuringiensis para
controle de lagartas nessas culturas (CTNBio, 2007, 2008a, b, c, 2809).
disponibilidade de hibridos de mill&t mercado brasileiro aumentou bastante. Esses
cultivares séo resultanteg dinco eventos transgénicos para o controle de lagartas: 50
cultivares contém o evento MON810 - marca registrada YieldGard (CrylAb); 41
apresentam o evento TC1507 marca Herculex (CrylF); 17 apresentam o Agrisure TL
conhecido como Btll (CrylAb); 4 apresentam o evento MON89034 (CrylA.105 e
Cry2Ab2), e 2 apresentam o evento MIR162 (Vip3Aa) (CRUZ et al., 2011). Comparado
a outras toxinas, CrylAb causa baixa mortalidade, pois se ligam mais fracamente a

membrana epitelial (ARANDA et al., 1996)



Embora hibridos geneticamente modificados de milho produzindo seus préprios
inseticidas sejam uma nova ferramenta no manejo de pragas, existe uma grande
preocupacdo que a introducdo em larga escala de plantas produzindo proteinas
inseticidas ira promover o desenvolvimento precoce de resisténcia a Bt nas populactes
das pragas (TABASHNIK, 1994; FERRE et al., 200830 pode levar a substituicdo
gradativa dos individuos susceptiveis por individuos resistentes no decorrer das
geracoes e 0 gene de resisténcia, que aumenta em frequéncia numa populagéo, pode se
espalhar para outras populagfes através do fluxo génico.

Mundialmente, resisténcia a inseticidas € um grave problema no controle de
pragas agricolas e vetores de doengas (ROUSH & TABASHNIK, 1990). Estudos sobre
resisténcia sdo importantes ndo apenas para oS programas de manejo integrado de
pragas, mas também como modelos de evolucdo de fenétipos recém-adaptados e suas
mudancas fisioldgicas e genéticas associadas, denteeeadiaténcia de custo associado
a resisténcia (COUSTAU et al., 2000; RAYMOND et al., 208l)esisténcig toxina
de B. thuringienis € um caso particular de resisténcia, pois além dos prejuizos diretos
associados a resisténcia, ainda pode inviabilizar a utilizacdo de plantas trangénicas que
expressam essas toxinas.

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) (J. E. Smith, 1797), mais
conhecida como lagarta-do-cartucho, € uma espécie polifaga que ataca diversas culturas
economicamente importantes em varios paises da regiao neotropical. Ha relatos de que
a reducdo na producédo de milho causada por esse inseto atinge 34% com perdas que
podem variar conforme a fase de desenvolvimento da planta atacada, com a cultivar
utilizada, local de plantio e mesmo entre areas adjacentes, segundo as praticas
agrondmicas adotadas (CRUZ, 1995)percentual de perdas néo depende do potencial
de producéo (CRUZ et al., 1999) e os prejuizos podem chegar a 500 milhdes de ddlares

anuais (WAQUIL et al., 2002).



Tem sido observado que algumas lagartas de S. frugiperda sobrevivem e se
desenvolvem em alguns hibridos de milho Bt (FERNANDES et al., 2003; MENDES et
al., 2011), principalmente naqueles produzindo CrylAb, toxina a qual a lagarta do
cartucho é relativamente tolerante (WAQUIL et al., 2002; WAQUIL et al., 2004).
Dessa forma, a exposicdo de S. frugiperda a esses hibridos pode resultar em aumento do
diferencial reprodutivo dos heterozigotos com um consequente aumento das taxas de
evolugdo de resisténcia. Portanto, &€ necessario testar se esses sobreviventes séo de fatc
mais resistentes que individuos de popula¢des de campo da lagarta ou se apenas trata-se
de uma sobrevivéncia eventual sem base genética. Se a progénie dos sobreviventes
exposicao ao Bt for mais tolerante do que populacdes de campo provenientes de milho
convencional, isso é indicativo de uma caracteristica hereditaria e a preocupagdo com
problemas de evolucédo de resisténcia pode ser ainda maior.

Os objetivos deste trabalho foram documentar o efeito de milho CrylAb nas
taxas de sobrevivéncia e desenvolvimento de populagcdes de S. frugiperda e determinar
se a exposicao prévia a esse milho afeta o desempenho fisioldgico e reprodutivo ou a

susceptibilidade dos descendentes a toxina de Bt.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e criacao dos insetos

Larvas de S. frugiperda que haviam alimentado por pelo menos trés instares
foram coletadas em lavouras de milho convencional e transgénico, em cinco das
principais mesorregides produtoras de milho de Minas Gerais em novembro e dezembro
de 2010 (Tabela 1). As larvas foram acondicionadas em copos plasticos de 50 ml e
tampa acrilica transparente, contendo dieta artificial. No laboratorio, foi realizada
triagem e separacao dos individuos sadios, 0s quais deram inicio as populacdes. Essas
foram mantidas em sala climatizada a 25 + 2°C de temperatura e 14 h de fotofase, e
criadas por trés geracdes em dieta artificial adaptada de GREENE et al.(1976) no
laboratério de Ecotoxicologia de Insetos e Manejo na Embrapa Milho e Sorgo

localizada em Sete LagoadiG.

Tabela 1. Local de coleta e caracteristicas das populacées de Spodoptera frugiperda utilizadas
no presente estudo.

Regio Municipio Lavqura de N° de individuos N° ac_iultos
milho coletados obtidos

Oeste Iguatama Convencional 48 39
Bt 140 100
Central Inhatima Convencional 140 100
Bt 96 70
Vertentes  Nazareno Convencional 140 100
Bt 140 100
Triangulo Romaria Convencional 177 81
Bt 200 109
Noroeste  Varjao de Convencional 214 196
Minas Bt 83 78




2.2 Cultivo do milho para montagem dos experimentos

Para obtencdo das folhas utlizadas na alimentagdo dos insetos durante a
conducéo dos experimentos de laboratorio, realizou-se o plantio escalonado a campo do
hibrido simples P30F35Y (que expressa a toxina CrylAb de ) isogénico P30F35
no campo experimental da Embrapa Milho e Sorgo. Foram utilizadas as praticas
normais para o cultivo do milho, exceto aplicacao de inseticidas, que néo foi realizada.
As folhas utilizadas para alimentacéo das larvas foram retiradas de plantas em estado

vegetativo de desenvolvimento entre as fases v6-v8.

2.3 Resposta das populacdes a exposicao a CrylAb em laboratorio

O experimento foi realizado no laboratério de Ecotoxicologia e Manejo de
Insetos entre os meses de feverarabril de 2011, em ambiente controlado com
temperatura a 25+2°C e fotofase de 14h. Foram comparadas a sobrevivéncia, o
desenvolvimento e as taxas de crescimento populacional dos insetos coletados em
diferentes localidades de plantio de milho convencional e Bt CrylAb submetidas a

alimentacédo em folhas de milho Bt CrylAb e convencional.

2.3.1 Sobrevivéncia de neonatas

Foram confinadas cinco larvas recém-eclodidas (1 dia) por copo de 50 ml
contendo secg¢Oes de folhas da regido do cartucho. O nimero de insetos vivos e mortos
foi anotado 48h apds a infestacdo. A sobrevivéncia das larvas de cada populacéo foi
avaliada num esquema fatorial (5 x 2 x 2) referente a combinacédo entre o local de coleta

da populagao, o milho no qual ela foi originalmente coletada e o milho oferecido como



dieta e 4 repeticbes. Foram utilizados 48 copos com 5 lagartas totalizando 240 insetos
por tratamento. Cada 12 copos de 50 ml com as larvas constituiu uma repetigéo. Foi
calculada a sobrevivéncia corrigida em relagdo aos insetos da dieta de milho
convencional (testemunha) usando procedimento analogo ao proposto por ABBOTT
(1925). A sobrevivéncia das larvas durante todo o desenvolvimento larval foi avaliada

num segundo bioensaio descrito abaixo.

2.3.2. Desenvolvimento da fase imatura

As larvas de 48h sobreviventes de cada populacdo do experimento anterior
(2.3.1) foram transferidas individualmente para copos de 50 ml contendo secc¢les de
folnas do mesmo tratamento, totalizando 72 larvas/populacdo. O experimento foi
conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado, onde cada bandeja
com 24 larvas foi considerada uma repeticdo. As folhas coletadas em campo foram
limpas e secas e cortadas em seccdes de 2 cm. As seccgOes foliares oferecidas como
alimento as larvas foram trocadas a cada 2 dias até a pupacdo e a mortalidade foi
anotada até a emergéncia dos adultos. Aos 14 dias todas as lagartas tiveram sua
biomassa mensurada. No primeiro dia de observacdo da fase de pupa, registrou-se a
biomassa destas com o uso de balanga de preciséo (0,1 mg).

O periodo larval foi estimado somente para 0s insetos sobreviventes até a fase de
pupa, contando-se o numero de dias desde a eclosédo das larvas até a observacdo de
pupa. O periodo pupal foi estimado somente para os individuos que chegaram a fase
adulta, sendo contado desde o primeiro dia de observacdo da pupa até a emergéncia do
adulto. As pupas foram sexadas para que pudessem ser formados casais e avancar a

geracao para ser usada no proximo experimento.



2.3.3 Estimativas de taxas de crescimento populacional

Este experimento foi realizado utilizando os adultos resultantes do experimento
anterior (2.3.2). Para cada tratamento, ao emergirem os adultos, foram formados casais
aleatorios e estes foram colocados em gaiolas de reproducgdo, confeccionadas de
recipiente pléstico, cilindrico, de 10 x 15 cm, revestidas internamente com papel branco
liso e fechadas na extremidade superior com tecido tipo organza, preso com eléstico. Os
adultos foram alimentados com solugdo de &gua, agucar comercial a 10% e &cido
ascorbico a 1%, fornecida por capilaridade através de pedacos de algoddo mantidos em
copos plasticos de 50ml, renovados a cada dois dias. Foram avaliados 10 casais
(repeticOes) por tratamento, para determinagcdo dos parametros reprodutivos de cada
uma das populacdes, exceto para as populacdes que apresentaram numero inferior de
adultos vivos.

Diariamente foi observada a mortalidade dos adultos e feita a retirada das
massas de ovos, que foram mantidas em sacos plasticos denSxMerificadas
diariamente. As larvas que eclodiram dessas posturas foram contabilizadas. Os dados de
desenvolvimento, sobrevivéncia e reproducdo dos adultos foram usados para estimar os
parametros da tabela de vida de fertilidade para as populacdes de S. frugiperda
provenientes de cada local e mikoriadas em cada uma das dietas. Os parametros de
crescimento populacional foram determinados como descrito por BIRCH (1948) e

CAREY (1993) usando um protocolo do SAS descrito por MAIA et al (2000).



2.4 Desempenho das populag@es de S. frugiperda e injuria causada no milho Bt em

casa de vegetacéao

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, nas dependéncias da
Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, Minas Gerais, entre 0s meses de fevereiro
abril de 2011. O delineamento foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x 2
(localidade de coleta x milho no qual a larva foi coletada). Foram utilizados 10 vasos
com 4 plantas de milho 30F35 Yg para cada populacao testada, sendo o vaso a parcela
experimental. As plantas foram adubadas semanalmente com o fertilizante BIOFERT
plus® que conttm 0Ss macro e micronutrientes necessarios ao completo
desenvolvimento, floracéo e frutificacdo das plantas. A concentracéo utilizada foi de
1,5ml/l de agua e, em cada vaso foi utilizado 0,5 litros da dilui¢&o.

Em cada uma das plantas do vaso foram colocadas 5 larvas neonatas da LCM,
totalizando 20 larvas por vaso. Foi avaliada a injaria causada pelas larvas aos 7, 14 e 28
dias. Aos 14 dias foi também realizada a coleta de metade das repeticdes (5 vasos) para
a determinag&o da sobrevivéncia e biomassa das larvas. Aos 28 dias 0s vasos restantes
foram examinados a procura de pupas para determinacdo da sua biomassa e
sobrevivéncia. Para a avaliacdo do nivel de injuria, foi utilizada escala de notas variando
de 0 a 5, a qual foi adaptada daquela proposta por CARVALHO (1970), sendo: 0)
plantas com auséncia de dano; 1) plantas apresentando folhas raspadas; 2) plantas
apresentando folhas furadas; 3) planta com lesdo nas folhas e no cartucho; 4) plantas
com o cartucho destruido, e 5) plantas com muitas folhas e o cartucho completamente

destruido.



2.5 Anélises estatisticas

Os dados da historia de vida dos individuos em estudo foram submetidos a
andlise de variancia multivariada (PROC GLM com a especificagdo MANOVA; SAS
Institute, 2002) e, subsequentemente, submetidos a analise de variancia univariada e
teste de média (teste da minima diferenca significativa de Fisher) (PROC GLM; SAS
Institute, 2002). Para todas as analises realizadas nesta dissertacéo, as pressuposicdes d
normalidade e homogeneidade de variancias foram atendidas (PROC UNIVARIATE;
PROC GPLOT; SAS Institute, 2002), ndo sendo assim necesséria a transformacdo dos
dados.

Os dados de mortalidade dos insetos, a cada avaliagdo ao longo do ciclo, foram
utilizados para andlise das curvas de sobrevivéncia, de onde se obteve estimativas de
TL50 (tempo para morte de 50% dos individuos) de cada populacdo (PROC
LIFETEST; SAS Institute, 2002).

Para o experimento em casa de vegetacao, foi realizada andlise de variancia da
sobrevivéncia larval, nivel de injaria e biomassa das larvas e pupas nas datas de
avaliagdo. As médias foram separadas com o teste da minima diferenca significativa

(LSD) de Fisher (PROC GLM; SAS Institute, 2002).

10



3. RESULTADOS

3.1 Historia de vida comparativa das populacdes de S. frugiperda

3.1.1 Sobrevivéncia de neonatas

A sobrevivéncia de larvas neonatas de S. frugiperda apdés 48 horas de
alimentacdo em folha de milho CrylAb diferiu significativamente entre as localidades
de coleta das populac¢des, (b= 7,93; P = 0,0002), exposi¢ao prévia ao milho CrylAb
(F1,30=10,33; P = 0,00318 na interacao local x milh@F, 30= 15,58; P< 0,0001). De
modo geral, as populacdes apresentaram sobrevivéncia inicial acima de 85% ao se
alimentarem em milho Bt expressando a toxina CrylAb (Figura 1). Populacdes de
Iguatama e Romaria provenientes de larvas previamente expostas sobreviveram
significativamente menos que as nao expostas enquanto o contrario foi visto nas
populacdes de Varjao (Figura 1).

Aos 14 dias, a sobrevivéncia de larvas em milho Bt n&o diferiu
significativamente em relagcéo a exposigao prévia ao milho;Bp60,41; P = 0,5278).

Ja o local de coleta das populagdes = 5,82; P = 0,0031). e a interacdo local x
exposicdo prévia @ = 3,41; P = 0,0292) interferiram significativamente na
sobrevivéncia. As populacdes de Iguatama Bt (75,6 4,1) e Inhauma-Bt (75,4 7,2)
apresentaram a maior sobrevivéncia aos 14 dias enquanto que Romaria-Cv (22,2+ 3,1)

apresentaram menor porcentagem de sobrevivéncia.
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Figural. Sobrevivéncia de larvas neonatas de populagdes de Spodoptera frugiperda apos 48
horas de alimentacédo em folhas de milho Bt CrylAb. Os dados foram corrigidos pela
sobrevivéncia dos individuos em folhas de milho convencional (controle). Colunas
claras correspondem a individuos provenientes de milho convencional; colunas cinzas,
insetos de milho CrylAb. Médias + erro padrdo com * diferem entre si pelo &este d
diferenca minina significativa de Fisher €0,05). Letras diferentes representam
diferentes médias.

3.1.2 Sobrevivéncia ao longo de uma geracéo

Andlise conjunta das curvas de sobrevivéncia indicou haver interacéo entre local
X exposicdo prévia x dieta ()(2 = 489,12; GL = 19; P < 0,0001) na mortalidade dos
individuos, assim foram confeccionadas curvas para cada populacdo para observar a
influéncia da exposicao prévia (milho de coleta) e crénica (dieta oferecida) ao milho
CrylAb (Figura 2).

Na Tabela 2 € apresentado o tempo para morte de 50% dos individs®)sI&BL
diferentes populacdes quando alimentados em folha de milho CrylAb e convencional.
Para larvas alimentadas com folhas de milho convencional, (i.e. testemunha), a mediana
de longevidadeT(Lsp) variou de 43 a 29,5 dias entre as populagdes.
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Figura 2. Curvas de sobrevivéncia das populacdes de S. frugiperda testadas de lango
geracao. O experimento foi iniciado com 72 individuos para cada populagéo.

Tabela 2. Tempo letal para 50% dos individuos em diasy)(tle populacbes de Spodoptera
frugiperda coletadas de lavouras de milho Bt CrylAb e convencional e criadas em
folha de milho convencional (controle) e Bt Cry1Ab.

Dieta fornecida

Municipio de coleta Controle CrylAb

Insetos coletados em milho Convencional (i.e., sem exposi¢ao [
Iguatama 41 (40 -42) 41 (36 - 50)
Inhaiima 40 (35 - 40) 39 (33 -45)
Nazareno 43 (41 - 47) 31 (22 - 36)*
Romaria 40 (38-42) 38 (29 - 45)
Varjao 29,5 (12 - 41) 12 (7 - 39)

Insetos coletados em milho CrylAb (i.e., com exposi¢éo prév

Iguatama 38 (31-42) 29 (15 - 33)*
Inhaima 40 (40 - 42) 44 (32 - 45)
Nazareno 39 (33 - 40) 8 (6 - 8)*
Romaria 40 (37 - 41) 12 (5-44)
Varjéo 41 (40 -42) 45 (34 - 46)

Médias + intervalo de confianca a 95% de probabilidade (IC95%¢ridsn indica diferenca significativa (P < 0,05
pelo 1IC95%) entre dieta controle e Bt.
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A populacdo de Nazareno foi a Unica que apresentou diferenca no tempo letal
quando comparado individuos sem exposicao prévia a toxina, se alimentando em folhas
de milho convencional e CrylAb, sendo que os individuos alimentados de folha de
milho convencional apresentaram umasgl maior que os alimentados com milho
CrylAb.

J& nas populacgfes tratadas com dieta a base de folha de milho Bt CrylAb, o
TLso variou de 45 a 8 dias. Os insetos de Romaria, coletados em milho CrylAb,
apresentaram um dos mais baixos valores dg T{ile. estiveram entre 0s mais
suscetiveis a toxina do milho CrylAb). Osplmédio para as populacdes alimentadas
com a dieta de milho convencional foi de 39,1 dias e para as populacdes tratadas com
milho CrylAb foi de 30 dias, indicando o efeito da toxina das folhas CrylAb na
mortalidade dos individuos. Pelo critério de n&o-sobreposicdo dos intervalos de
confianca, as populacdes de Iguatama e Nazareno coletadas em milho Cryl1Ab sofreram
reducéo significativa (P < 0,05) no Flpela dieta com toxina de Bt em relacdo a dieta
controle. Por outro lado, os insetos de Inhaima e Varjao coletados em milho Bt
estiveram entre 0s menos suscetiveis a esse, apresentando os mais elevados valores de
TLso.

Ao final da fase imatura, a sobrevivéncia em folha de milho Bt CrylAb diferiu
entre as populagdes, havendo efeito significativo da interagéo local x mijlhe £F
6,59; P = 0,0015), mas nao do local de coleta e nem do milho de origem isolados (P >
0,05) (Figura 3). Individuos pertencentes as populacdes de Inhaima e Varjao
previamente expostas ao milho CrylAb sobreviveram mais que 0s seus correspondentes
sem exposicao prévia. Entretanto, o inverso ocorreu com a populacdo de Iguatama,
cujos individuos coletados em milho Bt sobreviveram significativamente menos que 0s

de mesma localidade coletados em milho convencional (Figura 3).
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Figura 3. Sobrevivéncia até a fase adulta de populacbes de Spodoptera frugiperda criadas em
folha de milho CrylAb. Colunas claras correspondem a individuos provenientes de
milho convencional; colunas cinzas, insetos de milho CrylAb. Médias + errmpadra
com * diferem entre si pelo teste da diferenca minina significativa de Fisker (p
0,05).

3.1.3 Crescimento e desenvolvimento da fase imatura

O acumulo de biomassa e o tempo de desenvolvimento de cada fase, avaliados
nas populagdes de S. frugiperda, diferiram entre a localidade de(Eedetas= 9,92;
P < 0,0001), milho de origeffs, 723 = 15,94; P < 0,0001), dieta fornecida as larvas, e
para a interacdo local x milho x di€t&o, 23989= 2,36; P = 0,0006), bem como para as
demais interacdes.

A interacdo tripla entre local x milho x dieta nao foi significativa (P > 0,05) para
a biomassa larval aos 14 dias e a duracdo da fase de daadalto, porém foi
significativa para as demais caracteristicas avaliadas. Todos os fatores em estudo e suas
interacBes afetaram significativamente (P < 0,05) o periodo larval. O tempo e massa

pupal ndo foram afetados pelo milho de origem e interagdo milho x dieta. O fator que
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mais influenciou as diferengas no crescimento e desenvolvimento das populagdes foi a
dieta fornecida as larvas, apresentando o maior valor de F observado.

Na Tabela 3 é apresentada a massa larval aos 14 dias para as populacdes tratadas
com dieta de folha de milho CrylAb e controle. Essa variavel foi significativamente
maior nos insetos alimentados com folha da dieta controle comparadas aqueles
alimentados com o milho CrylAb (F = 1182,0% B®,0001)

A biomassa média das popula¢bes alimentadas com milho convencional foi de
253,06 mg, enquanto que as populagbes alimentadas com milho Bt CrylAb tiveram
biomassa média de 49,19 mg, o que representa uma porcentagem de inibicdo de
crescimento média de 80,56%. Grande parte das populacdes também apresentaram
diferencas significativas entre as médias da biomassa das lagartas quando comparadas
no que diz respeito ao milho no qual elas foram coletadas, sendo que nas populacbes
coletadas em Iguatama e Inhalima os insetos apresentaram maior biomassa larval aos 14
dias quando alimentadas com o mesmo milho na qual foram coletados.

As populagdes coletadas em milho CrylAb em Varjdo e Inhaima apresentaram
significativamente menor inibicdo de crescimento de suas larvas pela toxina do milho
Bt relativo as popula¢des de mesmo local coletadas no milho convencional, indicando

uma possivel reducéo de suscetibilidade a toxina do milho Bt (Figura 4).
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Tabela 3. Massa larval aos 14 dias (mg) de populacdes de Spodoptera frugipeadascdket
lavouras de milho Bt e convencional em diferentes regides de Minas Gerais & criada
em folha de milho convencional (controle) e Cry1Ab.

Massa larval (mg)

Municipio de coleta

Testemunha CrylAb
Insetos coletados em milho Convencional

Iguatama 2206 +11,0e 19,6 £ 2,2* fg
Inhatima 2159+ 12,8 de 22,3+4,2* g
Nazareno 135,5+8,2fg 25,6 £3,3*e
Romaria 287,4 £ 15,9 bcd 458 +5,1*c
Varjao 293,7+20,4 ab 52,1 +9,1* cd
média 230,62 + 13,66 33,8 £4,78

Insetos coletados em milho CrylAb

Iguatama 149,1 +11,8f 22,7 + 3,3* def
Inhatima 211,0+126e 50,7 £6,0*c
Nazareno 290,7 £ 19,0 bc 74,3 +12,0*ab
Romaria 325,9+17,7 ab 53,4 +4,2* bc
Varjao 400,8 +19,0 a 121,8+11,9*a
média 275,5 + 16,02 64,58 + 7,48

Médias + erro padrdo seguidas de mesma letra na coluna ndonddatee si pelo teste da diferenca minina
significativa de Fisher (P < 0.05). Asterisco indica diferenca significé®wa0,05) entre dieta controle e Bt.

1 Cv, milho convencional ndo-transgénico; Bt, milho transgénico expressada de B. thurigiensis.

2Ntmero de individuos.
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Figura 4. Inibicdo de crescimento em larvas de populacdes de Spodoptera frugiperda aos 14
dias Colunas claras, individuos de milho convencional; colunas cinzas, insetos de
milho Bt. Médias + erro padrao seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste da diferenca minina significativa de Fisher (P < 0,05).
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A biomassa pupal foi maior nas populacdes tratadas com milho convencional
quando comparadas com aquelas tratadas com milho CrylAb independente da
exposicdo anterior a toxina, exceto para a populacdo de Iguatama coletada em milho
convencional na qual a biomassa pupal ndo variou em funcdo da dieta oferecida (Tabela
4).

Tabela 4. Massa pupal (mg) de populacdes de Spodoptera frugiperda coletadas ae devour

milho Bt e convencional em diferentes regides de Minas Gerais e criadas em folha de
milho convencional (controle) e Bt.

Massa pupal (mg)

Municipio de coleta %RP

Controle CrylAb

Insetos coletados em milho Convencional
Iguatama 208,1+3,7d 202,3+54 ab 2,8
Inhaiima 252,3+3,8ab 191,9+7,1* bc 24,0
Nazareno 226,4+3,7c¢C 202,7 £5,8*ab 10,5
Romaria 266,3+3,8a 190,7 £ 6,6* cd 28,4
Varjao 230,8+4,8¢c 195,2 + 5,3* abc 15,5
média 236,78 + 3,96 196,56 + 6,04

Insetos coletados em milho Cry1lAb
Iguatama 239,4+42c 212,3+12,4*a 11,3
Inhaiima 246,7+50b 201,9 £5,9*ab 18,1
Nazareno 231,8+52¢c 206,0 £ 8,3* a 11,1
Romaria 230,8+29c 189,1 + 7,6* bcd 18,1
Varjao 2472+39b 212,8+5,1*a 13,9

media 239,18 £4,24 204,49 £ 6,95

Médias + erro padréo seguidas de mesma letra na coluna ndondédatee si pelo teste da diferengca minina
significativa de Fisher (P < 0.05). Asterisco indica diferenca significé®wa0,05, teste t) entre dieta controle e Bt.
1Porcentagem de reducédo de biomassa relativo ao controle.

Na Figura 5 sdo apresentadas a duracdo média da fase larva e pupa e
longevidade de adultos das populacdes de S. frugiperda em estudo. O tempo total de
desenvolvimento da fase imatura variou entre as populacdes (interacao Local x Milho) e
em relagéo a dieta oferecida, sendo maior para todas as populacdes tratadas com milho
Bt CrylAb (Figura 5). A média do tempie desenvolvimento foi de 32,3 dias apara as

populacdes tratadas com milho convencional e 38,9 dias para as tratadas com milho Bt

18



CrylAb. Essa toxina no milho Bt atrasou, em média, cerca de uma semana o tempo de

desenvolvimento da fase imatura de S. frugiperda

1 Larva 1 Pupa 1 Adulto

Iguatama Cv A de | b | od | Controle
Iguatama Bt 4 ab | be I e |
Inhatima Cv 1 cde | def | cd |
Inhatima Bt - cd | ef | be |
Nazareno Cv A a | a | cd |
§ Nazareno Bt 1 cde | cdef | abc |
% Romaria Cv A ef | b | de |
é Romaria Bt 1 f | be | cd I
§ Varjdo Cv - de | ] ab |
§~ Varjao Bt - i | cd | a |
Ugj
3 Iguatama Cv A o rr [ a | Cry1Ab
l% Iguatama Bt - be I abc | ab |
= Inhaima Cv A ab | a [ ab |
E" Inhatima Bt 1 ef | d | ab |
Nazareno Cv 1 cd I ab | b |
Nazareno Bt 1 ef | abc | b |
Romaria Cv A cde | be | ab |
Romaria Bt A fg | abc | ab |
Varjdo Cv -1 def | ab I ab |
Varjao Bt A g | abc | a I
0 1I0 2I0 3I0 4I0 SIO 6l0
Tempo (dias)

Figura 5. Duracdo média da fase de larva e pupa e longevidade de adultos de popalacdes d
Spodoptera frugiperda coletadas de lavouras de milho Bt e convencional quando
criadas em folha de milho convencional (controle) e Bt. Para cada tipo de dieta
fornecida, barras da mesma cor, contendo mesma letra, ndo diferem entre populacdes
pelo teste da diferenca minina significativa de Fisher (P > 0,05).

O tempo larval foi maior para as popula¢des submetidas a alimentacdo em folha
de milho Bt relativo aquelas que alimentaram de folha de milho convencional . O tempo
larval médio foi de 21,3 dias para as populacdes tratadas com milho convencional e de
28,2 dias quando tratadas com milho Bt, havendo um atraso médio de uma semana
devido a diferenca de alimento.
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Algumas populagfes coletadas em milho Bt como Varjdo, Nazareno e Inhauma
apresentaram tempo de desenvolvimento larval menor que suas correspondentes
coletadas em milho convencional, independente da dieta a qual foram submetidas, mas
principalmente na presenca da toxina de Bt. As larvas de Iguatama tiveram um
desenvolvimento larval mais rdpido quando alimentadas com o mesmo milho no qual
ela foi originalmente coletada. As média de tempo de desenvolvimento larval das
populagdes tratadas com milho convencional variou de 19,7 dias em Romaria coletada
em milho Bt a 23,3 dias em Iguatama coletada em milho Bt. As médias das populactes
alimentadas em milho Bt variaram entre 25 dias em Varjao coletada em milho Bt e 31,8
dias em Iguatama coletada em milho convencional.

Também houve diferenca significativa no tempo pupal entre as populacdes
coletadas em milho convencional quando tratadas com milho Bt e convencional (Figura
5). As populagdes coletadas em milho Bt ndo apresentaram diferenga no tempo em que
passaram como pupa quando alimentados com dieta convencional e Bt.

Entre populagfes coletadas em mesma localidade porém em milho diferente s6
houve diferenca significativa no tempo larval entre a populacéo coletada em Nazareno,
a qual os individuos coletados me milho convencional apresentaram maior tempo pupal
que os individuos coletados em milho Bt e a populagédo de Varjao , na qual individuos
coletados em milho convencional tiveram tempo pupal menor comparados aqueles

coletados em milho Bt quando alimentados com milho convencional.

3.1.4 Tabela de fertilidade e crescimento populacional

No geral, as estimativas das taxas de crescimento populacional dos individuos
alimentados com folhas de milho CrylAb foram inferiores aquelas obtidas para o grupo

de larvas tratadas com milho convencional (Tabela 5). Algumas populacdes, como
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Iguatama e Romaria coletadas em milho Bt CrylAb e Varjao coletada em milho Bt e
convencional apresentaram reducdo de cerca de 50% nas taxas de crescimento
populacional quando alimentadas em milho CrylAb. A cohort da populacdo de
Nazareno coletada em milho Bt foi levada a extincdo quando submetida ao tratamento
com folha de milho Bt, pois ndo houve reproducdo devido a mortalidade dos individuos

0 que evidencia sua susceptibilidade ao milho Bt.

As taxas de crescimento populacional das populagdes coletadas em milho
Cry1Ab foi variavel com o local de coleta, sendo que algumas populacdes apresentaram
desempenho reprodutivo semelhante aos encontrados para as populacbes do mesmo
locd, mas provenientes de milho convencional. Importantemente, o tempo médio de
uma geracao foi maior para as populacoes tratadas com milho Bt, exceto na populacéo
de Nazareno coletada em milho convencional, no qual ndo foi detectada diferenca neste
parametro.

Por outro lado, das populacdes coletadas em milho Bt, Varjao apresentou maior
taxa reprodutiva liquida @R menor tempo de geracéo (T), levando assim a maior taxa
intrinseca de crescimento populaciong) (anto em folha de milho Bt quando em folha
de milho convencional. Isso indica que a sobrevivéncia dessa populagdo no milho
CrylAb tem base genética, sendo este um caréater herdavel e portanto transmitido aos

descendentes e aparentemente sem um custo adaptativo associado.
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Tabela 5. Pardmetros da tabela de fertilidade para populacdes de Spodoptera frugipkamdizs atg lavouras de milho Bt CrylAb e convencional em diferentes

regides de Minas Gerais e criadas em folha de milho convencional (controle) e Bt Cry1Ab.

Local Milho Ro (9/9) r'm (9/%9*dia) T (dias)
de coleta de origem Controle Bt Controle Bt Controle Bt
lguatama Cv 145,3+37,6 bc 70,6 £26,9*b 0,157+0,008c 0,106 £0,010*b 31,7+0,80c 40,2+1,3*a
Bt 9,0+62,0c 93+17 ¢ 0,114 +0,025d 0,064 £0,051 c 32,7+0,80b 37,8 *b
Inhaiima Cv 177,1+56,5b 53,1+16,4*b 0,172+0,008b 0,111+£0,012*b 30,2+0,90de 36+1,3*cd
Bt 237,1+97,2ab 75,1+33,2*b 0,173+0,014b 0,122+0,013*ab 31,6+080c 356+0,7*d
Nazareno Cv 90,2+57,8¢ 84,5+ 60,3 ab 0,128 +0,019d 0,124 £ 0,024 ab 354+1,10a 36,2+2,0cd
Bt 67,5+49,7c ND? 0,146 + 0,032 cd ND 29,2 + 1,30 ef ND
Romaria Cv 105,4 +43,6 bc 119,7+225a 0,157+0,013¢ 0,133+0,005a 29,8+0,50de 36,1+1,1*cd
Bt 89,8+424c 15,1 +27,8*c 0,153+0,016¢c 0,078 +0,052*c 295+0,30e 37,1+0,3*c
Varjao Cv 1549+16,6 b 20,2*c 0,167 +0,005b 0,085 *c 30,2+050d 352 *d
Bt 332,3+55,2a 100,3+57*ab 0,203+0,007a 0,131+0,015*a 28,6 + 0,50 f 353+0,4*d

Médias * intervalo de confianca a 95% de probabilidade (IC958t)jd#s por mesma letra na coluna ndo diferem significativamerteéd (#5) com base no erro estimado pelo método de Jackknife
(Maia et al 2000). Asterisco indica diferenca significativa (P < 0,05 p&I8%} entre dieta controle e Bt.

Ro = taxa liquida de reproducég; taxa intrinseca de crescimento populacional; T = tempo médicaigige

IND, N&o determinado. Significa que ndo houve reproducéo.
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3.2 Desempenho larval e injuria causada no milho Bt em casa de vegetacao

Foi observado efeito significativo do local de coleta das populacbes, da
exposicdo prévia ao milho Bt e interacdo entre esses fatores na sobrevivéncia e
biomassa das lagartas aos 14 dias de infestacdo (Tabela 6). Somente nas populagdes de
Iguatama e Varjao os individuos provenientes da populacdo previamente exposta
CrylAb do milho Bt apresentaram maior sobrevivéncia e biomassa em relagdo aqueles
do mesmo local sem exposicdo prévia a toxina. (Figura 6). Entre as populacdes
coletadas em milho Bt, Iguatama e Romaria foram as que apresentaram maior

sobrevivéncia. (Figura 5).

Tabela 6. Resultados da analise de variancia para sobrevivéncia e massa corpénddutesindi
de Spodoptera frugiperda provenientes de diferentes locais coletados em n@lho Bt

convencional e criados em milho Bt em casa vegetacéo.

Sobrevivéncie Sobrevivéncic Biomassa Biomassa
aos 14 dias  aos 28 dias larval pupal

F P F P F P F P

Fonte de variacdo GL

Local de coleta (A) 4 2,7 0,0438 6,8 0,0003 9,03 <,0001 5,58 0,0003
Milho de origem (B 1 6,67 0,0136 2,44 0,1258 24,36<,0001 32,66<,0001
AxB 4 2,79 0,0391 0,33 0,8568 6,7 <,0001 1,36 0,2482
Residuo 40 (382) (221)
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Populagdes de Spodoptera frugiperda

Figura 6. Sobrevivéncia aos 14 dias das populacdes de Spodoptera frugiperda coletadas de
lavouras de milho Bt e convencional em diferentes regibes de Minas Gerais e
infestadas em milho Bt em casa de vegetacdo. Barras de erro representam o erro
padrdo. Colunas contendo mesma letra ndo diferem entre populacbes pelo teste da
diferenca minina significativa de Fisher (P > 0,05).

Aos 28 dias apenas o local de coleta influenciou na sobrevivéncia larval, nédo
havendo efeito da exposicao prévia ao milho CrylAb nem da interac&o entre os fatores
neste parametro. As populacdes dos municipios de Iguatama, Inhauma e Nazareno

apresentaram a maior sobrevivéncia (Figgra 7
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Figura 7. Sobrevivéncia aos 28 dias das populacdes de Spodoptera frugiperda coletadas em
diferentes regides de Minas Gerais e tratadas com milho Bt em casgelacéo.
Barras de erro representam o erro padrdo. Colunas com mesma letra néoetiferem

populacdes pelo teste da diferenca minina significativa de Fisher (P > 0,05).

Todos os fatores em estudo bem como a interacdo entre eles contribuiram para
as diferencas na biomassa das larvas (Tabela 6). Populacdes coletadas em plantas de
milho CrylAb nos municipios de Iguatama, Inhalma e Varjao apresentaram em média
maior biomassa das larvas quando comparadas com populacdes de mesmo local
coletadas em milho convencional (Figura 8).

Das populacdes coletadas em milho convencional, a populacdo coletada em
Nazareno apresentou maior biomassa aos 14 dias e as coletadas em Varjao e Romaria as

que apresentaram as menores.
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Populagdo de Spodoptera frugiperda

Figura 8. Biomassa das larvas de Spodoptera frugiperda aos 14 dias coletadas de kvouras d
milho Bt e convencional em diferentes regibes de Minas Gerais. Barras de erro
representam o erro padrdo. Colunas contendo mesma letra ndo diferem entre
populacdes pelo teste da diferenca minina significativa de Fisher (P >Axt5)sco
indica diferenca entre populacdes previamente expostas ou nao a toxina CrylAb.

O local de coleta e a exposicdo prévia ao milho CrylAb apresentaram efeito
significativo na biomassa pupal, ndo foi observado, porém, efeito da interacdo entre
esses dois fatores (Tabela 6). A biomassa pupal das larvas com exposi¢cdo prévia ao
milho CrylAb foi maior nas populacdes provenientes de Inhaima, Nazareno e Romaria
gquando comparadas com as populacfes coletadas no mesmo municipio em milho

convencional (Figura)9
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Figura 9. Biomassa das pupas de Spodoptera frugiperda coletadas de lavouras de milho Bt e
convencional em diferentes regiées de Minas Gerais. Barras de erro reprasentam
erro padrdo. Colunas contendo mesma letra ndo diferem entre populagdes pelo teste da
diferenca minina significativa de Fisher (P > 0,05). Asterisco indica difeeariga

populacdes previamente expostas ou ndo a toxina CrylAb.

Houve diferenca nos niveis de injaria causados pelas populacées da LCM aos 7,
e 28 dias apos a infestacdo, sendo eles afetados pelo local de coleta das populacoes,
milho origem e a interacdo entre esses fatores (P < 0,05). Aos 14 dias, a Unica fonte de
variacdo que ndo apresentou efeito na injuria foi o milho de origem das populacdes (P =
0,4318).

As populacfes de Iguatama e Romaria coletadas em milho Bt causaram injuria
maior que as populagdes coletadas no mesmo local em milho convencional e o inverso
foi observado nas populac¢des coletadas em Nazareno, Romaria e Varjao (Tabela 7). A

populacdo que causou menor injuria aos 7 dias foi a de Trés Coragfes. Aos 14 dias,
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apenas as populacbes de Inhaima e Romaria apresentaram diferenca quando
comparadas em relagdo ao milho no qual foram coletadas, sendo que a populagéo de
Inhalima apresentou maior injaria quando coletada de milho Bt e a de Romaria quando
coletada de milho convencional. Aos 28 dias, ao final do periodo larval, apenas as
populacbes de Nazareno e Romaria apresentaram diferenca na injuria quando
comparadas em relagdo ao milho no qual foram coletadas, sendo que as populacdes

coletadas em milho Bt nessas duas localidades causaram injuria superior.

Tabela 7. Notas da injaria provocada por lagartas de diferentes populacdes de Spodoptera
frugiperda coletadas de lavouras de milho Bt e convencional em diferentes regides de
Minas Gerais aos 7, 14 e 28 dias ap0s a infestacgao.

Local 7 Dias 14 Dias 28 Dias

Cv Bt Cv Bt Cv Bt
Iguatama 22+02a28+01*a 30+01a 3,1+0,1atk 26+01d 2,7+0/1c
Inhalima 21+02a26+01*a 28+0l1lakt32+01*a 31+01b 33+0,1b
Nazareno 22+02ak16+01*b 30+0,1a 28+0,1c 32+01b4,0+0,0*a
Romaria 24+02a14+01*b 28+0,1ak24+01*d 30%0,1bc39+01*3a
Varjao 19+02b 14+01*b 26+01b 29+£0,1bc 4,0+01a 40£00a

Médias + erro padréo seguidas de mesma letra na coluna ndondéatee si pelo teste da diferengca minina
significativa de Fisher (P < 0,05). Asterisco indica diferenca significéfiva 0,05, teste t) entre o milho de origem
das populacdes (Convencional e Bt).
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4. DISCUSSAO

Os objetivos deste trabalho foram documentar o efeito do mBili@ry1Ab nas
taxas de crescimento e sobrevivéncia de populacdes de S. frugiperda e determinar se a
exposicdo prévia a esse milho afeta o desempenho fisioldgico e reprodutivo ou a
susceptibilidade dos descendentes a toxina de Bt. Foi observado que a toxina CrylAb
do. milho Bt reduz a sobrevivéncia das larvas, porém esse efeito foi variavel entre as
populagbes estudadas e com a prévia exposicdo ao milho Bt. Esses resultados estéo de
acordo com o encontrado por WAQUIL et al. (2002) FERNANDES et al. (2003) e
MENDES et al. (2011), que observaram que o milho CrylAb reduz a sobrevivéncia e o
desenvolvimento (ganho de biomassa) das larvas de S. frugiperda.

Com 48 horas de alimentagdo em folha de milho CrylAb, os insetos
apresentaram sobrevivéncia acima de 85%, exceto aqueles das populagcbes de Romaria e
Iguatama coletados neste milho Bt e de Varjdo de milho convencional. Entretanto,
houve significativa reducdo no crescimento das larvas pelo milho CrylAb, efeito que
foi varidvel com a populacdo e que ndo € surpresa pelo que ja foi observado
anteriormente (FERNANDES et al., 2003).

A sobrevivéna até adulto em folhas de milho CrylAb variou entre as
populacdes, sendo que a populacdo de Varjao coletada neste milho Bt apresentou maior
sobrevivéncia geral, indicando uma menor susceptibilidade dessa populacdo a toxina.
Também Inhalma-Bt tendeu a sobreviver mais em folhas de milho Bt, porém nao houve
diferenca significativa em relacdo aos insetos de milho convencional da mesma
localidade. O fato de néo ter sido observado diferenca pode ser devido ao numero de
individuos observados ou talvez ao tempo de criagdo em dieta, na auséncia da pressao
de selecdo desde a coleta até a realizagcdo do experimento tenha levado a reducdo da

frequéncia de individuos com capacidade maior de sobrevivéncia em folha do milho Bt.
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Por outro lado, a populagdo de Romaria coletada no milho Bt apresentou grande
mortalidade inicial, e apds passar por essa fase mais critica de mortalidade, a
sobrevivéncia se tornou estavel até o final do ciclo.

O Tempo de morte (letal) para 50% dos individuossg)laébservado foi menor
nas populagdes tratadas com milho Bt, devido as maiores mortalidades sofridas por
essas durante todo o ciclo, sendo as populacdes de Varjao-Cv, Nazareno-Bt e Romaria-
Bt as que apresentaram o menor TL, dando indicios de uma maior susceptibilidade
dessas populacdes ao Bt. As populacdes que apresentaram maiores valores de TL foram
Varjao-Bt, Iguatama-Cv, Romaria-Cv e Inhaima-Bt, e os resultados encontrados
indicam essa populacdes como as menos susceptiveis a toxina do Bt entre as populacdes
testadas.

Além da diferenca na sobrevivéncia, foi observado neste trabalho que as larvas
submetidas a alimentacdo no milho Bt apresentaram menor biomassa aos 14 dias e
maior tempo de desenvolvimento, resultado este que esta de acordo com o relatado por
LYNCH et al. (1999), que relataram que a protecdo oferecida pela toxina CrylAb ao
milho Bt contra a infestacdo por S. frugiperda ocorre, primariamente, pela reducdo da
taxa de desenvolvimento e ganho de peso. DUTTON et al. (2005) também obtiveram
que S. littoralis quando mantida em milho Bt apresentou um prolongamento do periodo
de desenvolvimento de larvas. Foi aqui observado que a inibicdo do ganho de massa
devido a alimentacdo com milho Bt foi menor para as populac¢des coletadas de milho Bt
do que nas coletadas de milho convencional. A inibicdo no desenvolvimento causada
pela alimentacdo em milho Bt foi mais baixa nas popula¢cdes que apresentaram maior
sobrevivéncia, demonstrando consisténcia entre os resultados.

Tem sido hipotetizado que doses potencialmente subletais de toxina em hibridos
de milho Bt podem atrasar o desenvolvimento das larvas (LIU et al., 1999, COSTA et

al., 2000, NAULT et al. 2000, SIEGFRIED et al. 2001) e, portanto, poderiam
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dessincronizar o desenvolvimento dos individuos relativo aqueles que se desenvolvem
em plantas suscetiveis. Isso pode entdo alterar a taxa de desenvolvimento de resisténcia
por aumentar o acasalamento preferencial dos individuos tolerantes, pois a emergéncia
de adultos de larvas que desenvolvem lentamente deve ocorrer posteriormente a
emergéncia de adultos provenientes de larvas que se desenvolvem em plantas nao-Bt.
No presente trabalho, foram encontrados resultados que dao subsidios para a
comprovacéo do efeito de dose subletal da toxina CrylAb de B. thuringiensis em S.
frugiperda, pois o tempo de desenvolvimento foi cerca de uma semana mais longo e o
ganho de peso das larvas foi menor quando as larvas foram tratadas com milho Bt.
Efeitos subletais da toxina de Bt no crescimento larval das pragas-alvo também j& foram
documentados em Ostrinia nubilalis (SIEGFRIED et al., 2001) e Helicoverpa zea
(STORER, 2001).

Uma das grandes preocupacdes surgidas com o aumento do cultivo do milh
transgénico expressando a toxina Bt é a evolucao da resisténcia das pragas-alvo a essa
tecnologia. Neste trabalho foi observado que h4, de fato, atraso de cerca de uma semana
no desenvolvimento das larvas criadas em tecidos de milho Bt relativo aquelas criadas
em tecidos de milho convencional podendo favorecer o acasalamento preferencial de
individuos resistentes. Apesar de o0 atraso no desenvolvimento facilitar o encontro de
individuos resistentes, esta maior duracao da fase larval exp8e os individuos por maior
tempo aos seus inimigos naturais do que aqueles que nao possuem seu ciclo atrasado,
podendo haver dessa forma uma maior mortalidade natural desses individuos. Em
estudos futuros é importante determinar se os individuos de S. frugiperda sobreviventes
de milho CrylAb exibem maior incidéncia de parasitismo e doencas relativo aqueles
gue se desenvolvem em milho convencional.

As estimativas dos parametros da tabela de fertilidade fornecem informagdes

sobre as taxas de crescimento populacional dos individuos em estudo. Os valores
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obtidos sob alimentagdo em milho convencional foram ligeiramente inferiores aos
encontrados por BARROS et al. (2010). Também foi encontrado que o0s parametros
avaliados acima, para populagdes se alimentando de milho Bt CrylAb, se apresentaram
inferiores quando comparados com as alimentadas de milho convencional, sendo que
houve reducao de 50-70% n@ & r, 0 aumento no tempo de geracéo (T) de cerca de
uma semana, consistente com o atraso no desenvolvimento larval também observado
nesse estudo.

Insetos sobreviventes a exposicdo a toxinas em culturas transgénicas
teoricamente podem exibir um custo fisiol6gico (COUSTAU et al. 2000), o qual pode
reduzir seu fitness na auséncia da pressao de sele¢do. Se isso ocorrer, € esperado que a
taxas de crescimento populacional dos individuos de S. frugiperda provenientes de
milho Bt se apresentassem inferiores as taxas daqueles provenientes de milho
convencional, porém os resultados obtidos paya R, neste trabalho ndo estdo de
acordo com essa hip6tese, pois quando alimentadas em milho convencional, as
populagcdes provenientes de Bt apresentaram esses parametros semelhantes ao das
populagdes oriundas de milho convencional, ou mesmo superiores como foi 0 caso dos
individuos de Varjao coletada em milho Bt.

Nos experimentos realizados em casa de vegetacao, obteve-se que as populacdes
de Varjao-Bt e Iguatama-Bt apresentaram maior sobrevivéncia aos 14 dias e suas larvas
apresentaram maior ganho de peso neste mesmo periodo. Os resultados encontrados
para sobrevivéncia foram consistentes com aqueles encontrados no experimento em
laboratério. A populacdo de Inhaima, embora nao seja diferente de seu par coletado em
milho Bt em termos de mortalidade, apresentou ganho de massa larval aos 14 dias
significativamente superior.

No presente trabalho se individuos de S. frugiperda sobrevivemtagridos

de milho CrylAb tivessem menor a susceptibilidade a toxina de Bt na geracéo seguinte,
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saia indicativo de que esta sobrevivéncia é uma caracteristica hereditaria que pode
levar a evolugcdo de resisténcia a toxina expressa pelo milho Bt. Entre as populacfes
coletadas em milho Bt e utlizadas neste estudo, apenas Varjao apresentou
consistemente melhor desempenho reprodutivo e de desenvolvimento larval, assim
como menor mortalidade em folhas de milho Bt. Portanto, pode-se inferir que esta
populacdo apresenta menor susceptibilidade a toxina CrylAb do milho em estudo, e que
essa caracteristica provavelmente € herdavel e ndo associada a um custo adaptativo.
Este trabalho representa uma primeira abordagem na questdo da variacdo da
susceptibilidade da lagarta-do-cartucho a toxina CrylAb expressa pelo milho
transgénico apds exposicao prévia a essas plantas. Bioensaios diagndsticos com a toxina
purificada e experimentos de selecdo podem fornecer informacdes mais precisas sobre a

susceptibilidade e a herdabilidade dessa caracteristica.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, foi observado que o desempenho de diferentes populacdes de S.
frugiperda em folhas de milho Bt foi inferior ao desempenho no milho convencional,
evidenciando o potencial de supresséo populacional do milho Bt expressando CrylAb,
porém esse efeito foi variavel entre as populacdes. Além disso, houve atraso no
desenvolvimento das larvas que se alimentam de tecidos de milho CrylAb relativo
aquelas criadas em tecidos de milho convencional, o que pode favorecer o acasalamento
preferencial de individuos heterozigotos resistentes caso ndo houver incremento na
mortalidade natural desses individuos no campo.

Apenas uma populacdo coletada em milho Bt CrylAb em Varjao de Minas
apresentou evidéncia de menor susceptibilidade a toxina expressa na planta,
caracteristica que parece ser herdavel e sem aparente custo adaptativo. Também as
populacbées de Inhauma coletada em milho CrylAb e Romaria coletada em milho
convencional apresentaram indicios de maior tolerdncia ao milho CrylAb. Ensaios
posteriores com a descendéncia desses insetos testados poderdo ser conduzidos pare
confirmar a herdabilidade dessa caracteristica nas popula¢bes citadas acima, o que
fornecera informacgfes importantes para o manejo de resisténcia de S. frugiperda ao
milho Bt.

Para nosso conhecimento, esse € um dos primeiro estalosdar o problema
de resisténcia de insetos a plantas transgénicas na praga-chave da cultura do milho no
Brasil. Tais estudos devem ser refinados e ampliados para outras espécies de insetos
alvo da tecnologia Bt em outras culturas visando a sustentabilidade desse importante

método de controle pragas na agricultura brasileira.
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