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Resumo

A lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) é a principal praga da cultura do
milho, devido a sua alta capacidade de causar danos em folhas e grdos no campo.
Para acabar com esse problema, a ado¢do de eventos milho transgénico que
expressa uma ou mais toxina de Bacillus thuringiensis (Bt) tem sido adotado como a
principal estratégia de controle dessa praga. Diante disso, o objetivo neste trabalho é
avaliar a eficacia de controle e o desempenho biolégico de S. frugiperda no milho Bt.
Para a execucao do experimento foram utilizados dois genoétipos de milho, sendo um
convencional (ndo- transgénico) e um transgénico (VTPRO 2 que expressa as toxinas
CrylA.105 + Cry2ADb2). Neste trabalho, foram utilizadas populagdes de S. frugiperda,
oriundas de coletas dos municipios de Nossa Senhora da Gloria, Sergipe (GSE) e
Canapolis, Minas Gerais (CMG) que foram submetidas a bioensaios em laboratério.
Durante o estudo foram avaliadas os parametros bioldgicos peso de pupas, tempo de
desenvolvimento e calculo do indice adaptativo das populacdes. De acordo com
nossos resultados, o peso de pupa de 225,44 mg a 265,26 mg e o tempo de
desenvolvimento larval variou de 17,05 a 18,14 dias, sendo significativamente maior
para as populacées GSE-CV e GSE-PRO em comparacédo a populacdo CMG-CV. A
populacdo GSE-PRO apresentou o menor valor de indice adaptativo quando
comparado as populacdes GSE-CV e CMG-CV, indicando a presenca de alto custo
adaptavo dessa populacao ao se alimentar das folhas do evento de milho Bt PRO 2.
A populagdo CMG-PRO nao sobreveu a exposi¢édo ao milho Bt, indicando uma alta
susceptibilidade dessa populacdo ao evento de milho Bt usado nesse estudo.
Nenhuma das populagbes sobreviveram até a fase reprodutiva, quando expostas ao
milho Bt. De acordo com os resultados, o hibrido de milho VTPRO 2 apresentou alta
eficacia de controle de S. frugiperda, indicando que este evento de milho deve ser
considerado nas estratégias estratégias de manejo deste inseto praga nos estados de
Sergipe e Minas Gerais.

Palavras-chave: Zea mays; lagarta-do-cartucho; trangénico; resisténcia.
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1. Introducéo

O milho, Zea mays (Lineu, 1753.), constitui um dos cereais mais cultivados no
mundo, devido a sua grande importancia econdmica e social. Devido ao grande
aumento da area cultivada com essa cultura nas ultimas décadas, vérios fatores
tem contribuido para limitar a producao dos cultivo de milho em campo, dentre estes
fatores podemos destacar o ataque de insetos pragas (Estabele et al, 2021). A
lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), € uma das principais pragas do milho, devido a sua capacidade de
causar perdas na producdo que podem variar de 34% a 52% (Borém et al., 2017).
S. frugiperda causa danos a cultura ao realizar inicialmente a raspagem das folhas
durante sua alimentacdo nos estagios iniciais de desenvolvimento, posteriormente,
as lagartas passam atacar o cartucho do milho nos estagios finais de
desenvolvimento. No campo, o seu ataque € identificado através da presenca de
furos irregulares nas folhas e de "serragem"” no cartucho da planta, a S. frugiperda
pode atacar a base do caule das plantas jovens e as espigas (Picanco, 2009).

Vérias estratégias tem sido adotadas no controle de S. frugiperda em campo,
porém, atualmente o uso de variedades de milho transgénico que expressam uma
ou mais toxinas de Bacillus thuringiensis (Bt) tem se tornado a principal estratégia
de controle dessa espécie. O uso de plantas resistentes séo utilizadas para
minimizar os prejuizos provocados pelos lepidopteros (Lopes, 2014). De acordo
com a CTNBiIo (2014), existem 116 eventos transgénicos favoraveis a liberacdo no
Brasil, envolvendo o controle de insetos com diferentes genes Bt, entre os quais se
encontram as proteinas CrylAb, CrylAc, CrylA.105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl e
Cry35ADbl. Segundo Tabashnik et al. (2013), apesar dos beneficios, a utilizacao de
plantas transgénicas tem despertado o interesse dos 0rgaos de regulamentacao e
de pesquisadores, sobre a possibilidade de evolucéo de resisténcias dessas pragas
as proteinas Bt.

Ap6s mais de duas décadas de uso, atualmente ja ha relatos sobre resisténcia
de S. frugiperda em milho Bt em Porto Rico (a proteina CrylF), e no Brasil, onde
se constatou a resisténcia as proteinas CrylF e CrylAb (Faria, 2018). A evolucéo
da resisténcia consiste na selecéo de individuos resistentes, e também no aumento
da frequéncia desses individuos na populacdo da praga, consequentemente
limitando a eficiéncia das tecnologias no manejo das pragas (Araujo, 2022). Diante
disso, para evitar o surgimento de novas populacdes resistentes no campo, as
empresas comecaram a fazer investimentos na producdo de cultivares Bt que
expressam dois ou mais genes de proteinas Cry, esse evento é chamado
piramidado (J.M. Waquil et al, 2013).

Estudos voltados para o entendimento da susceptibilidade de populacdes de
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S. frugiperda ao milho Bt, ainda sdo escassos. De acordo com Franca et al. (2018),
a susceptibilidade de populacdes de S. frugiperda as toxinas Bt pode ser avaliada
através da exposicao prolongada destes insetos a essas toxinas em laboratério.
Diante do exposto, torna-se necessario a confeccdo de novos estudos para avaliar
a eficacia de controle dos eventos de milho transgénico Bt em populacdes de S.
frugiperda e o custo fisioldgico desta exposicdo. Para tanto, populacdes de S.
frugiperda, oriundas de coletas em Sergipe e Minas Gerais serdo submetidas a
bioensaios em laboratorio.

2. 2. Objetivos
2.2. Objetivo geral

Avaliar a mortalidade e o desempenho biologico de diferentes populagcbes

Spodoptera frugiperda expostas a um evento de milho piramidado Bt.

2.3. Objetivos especificos

i) Estabelecer populagdes de S. frugiperda oriundas de diferentes estados e
historico de cultivo de milho.

i) Cultivar eventos de plantas de milho convencional e transgénico Bt para
obtencao de folhas para alimentagao das lagartas.

iii) Avaliar o desempenho biolégico das diferentes populagdes de S. frugiperda
em milho convencional e transgénico (Bt).

3. Metodologia

3.1 Os insetos

O experimento foi conduzido no laboratério multiusuario da Universidade Federal
de Sergipe (UFS)/ Campus do Sertdo, Nossa Senhora da Gloria —SE. Populacdes de
S. frugiperda foram estabelecidas em laboratério, a partir de coletas em lavouras
comerciais de milho nos estados de Sergipe e Minas Gerais. No laboratorio, ambas
populacdes de insetos foram mantidas em dieta artificial segundo Greene; Leppla;
Dickerson, 1976) e ambiente climatizado (de 27 + 2°C, umidade relativa de 70 + 15%
e fotoperiodo de 14L: 10 L:D), de acordo com a metodologia de Kaster- junior et al.
(1978).



3.2 Genotipos de milho e cultivo de plantas
Para a execucdo do experimento foram utilizados dois gendtipos de milho,

sendo um convencional (ndo- transgénico) e um transgénico (VTPRO 2 que
expressa as toxinas CrylA.105 + Cry2Ab2). As folhas de milho necessarias para
realizacdo dos bioensaios, foram obtidas através do plantio escalonado de ambos os
genotipos de milho,que foi constituido por uma nova semeadura a cada 15 dias.
Durante o cultivo ndo houve aplicacéo de inseticidas nas plantas. A irrigagdo das
plantas foi realizada de acordo com a umidade do solo. A coleta de folhas nas plantas
foi feita entre os estagios fenoldgicos V4-V9.

3.3 Confeccéo de bioensaios em laboratorio

Para avaliacdo do desempenho bioldgico das populacdes de S. frugiperda e
utilizado o delineamento inteiramente casualizados, em esquema fatorial 2 x 2
[Gendtipos de milho (Bt e ndo-Bt) x Populacao de S. frugiperda (coletadas em SE e
MG)] e 16 repeticdes. Cada repeticao foi constituida de duas células, de uma bandeja
plastica com 16 células, contendo cinco lagartas neonatas (0 a 24 horas de vida) de
S. frugiperda e a folha de milho em cada célula, onde as folhas foram cortadas préximo
a regido da bainha, acondicionadas em recipiente plastico contendo agua, e
posteriormente levadas para o laboratério e seccionadas em fragmentos de 3 cm ao
longo da lamina foliar.. Para cada tratamento foram utilizadas 160 insetos (neonatas)
selecionadas ao acaso e acondicionadas em grupo de cinco neonatas em duas
bandejas de policloreto de vinil (PVC) de 16 células, contendo um fragmento de 3 cm
da folha de milho. Diariamente, foi realizada a limpeza das bandejas (para eliminagcao
de fezes) e a troca das folhas de milho até as lagartas atingirem o estagio de pupa.
Adultos de S. frugiperda, obtidos a partir do grupo de 160 neonatas de cada
tratamento, foram usados de forma aleatéria para a formacédo de 30 casais. Cada
casal foi acondicionado em gaiolas de PVC (10 cm altura x 10 cm ) e mantidos até a
sua morte. Diariamente foram realizadas as coletas e o acondicionamento das
massas de ovos em potes de 50 ml contendo um disco de papel toalha umedecido,
onde estas permaneceram por 3 dias ou até sua eclosdo dos ovos. Nessa parte
também foi realizada a contagem do namero total de neonatas por casal.

3.4 Analise dos dados

A avaliacdo do desempenho larval de S. frugiperda no hibrido de milho Bt foi
realizada através do indice de adaptacao (IA) proposto por Boregas et al., (2013), que
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avalia o desempenho larval em diferentes hospedeiros alternativos, sendo que: IA =
sobrevivéncia larval (%) x biomassa de pupas (mg) /periodo de desenvolvimento larval
(dias). Com os dados corporal, taxa de sobrevivéncia e tempo de desenvolvimento
foi calculada a taxa de acumulo de biomassa larval usando a férmula ac =
sobrevivéncia (proporc¢édo) x peso larval (mg) + tempo de desenvolvimento (dia). Além
disso, também foi calculada a taxa de sobrevivéncia marginal (até pupa), a taxa de
viabilidade de pupas e a taxa de fertilidade das fémeas usando a analise de modelos
lineares geralizados PROC GLIMMIX (SAS Institute 2011) com distribuicdo
gaussiana. Para todos os calculos de graus do residuo e o procedimento da diferenca
minima significativa (DMS) foi utilizado o método Kenward-Roger.

4. Resultados e discussoes

Neste trabalho foi avaliado a eficacia de controle de um evento de milho
transgénico Bt em populacdes de S. frugiperda e o custo fisiologico desta exposicao,
em populacdes oriundas dos Estados de Sergipe e Minas Gerais, sendo avaliadas os
parametros (peso de pupas, tempo de desenvolvimento, indice adaptativo e
reprodutivo das populacoes).

Quando comparadas, 0s genétipos variaram de 225,44 mg a 265,26 mg, onde
0 peso de pupa foi maior para a populacdo GSE-PRO e menor para a populacao
CMG-CV. Mesmo sendo exposta ao milho PRO2 ndo manifestou custo em seu
desenvolvimento, e muito menos houve variancia significativa da populagcéo GSE-CV.
Ja a populacdo CMG-CV nao foi inserida, pois ndo ocorreu a sobrevivéncia da
populacdo (Figura 1). Essa diferenca de peso a favor de GSE-PRO pode ser um
indincativo de uma maior adaptagédo destes insetos a disponibilidade e a qualidade
dos recursos nutricionais presentes na folha de milho, fato que influenciou diretamente
0 crescimento e o tamanho das pupas. Segundo Busato et al., (2006), insetos com
pupas maiores e mais pesadas podem ter vantagens em termos de sobrevivéncia e
maior sucesso reprodutivo.

A diferenca no tempo de desenvolvimento larval entre populacbes de S.
frugiperda resistentes e suscetiveis a toxina Bt destacam o papel crucial da resisténcia
em favorecer determinadas caracteristicas fundamentais do ciclo de vida desses
insetos. O tempo de desenvolvimento larval acabou variando de 17,05 a 18,14 dias,
sendo significativamente maior nas populacdes GSE-CV e GSE-PRO em comparacéao

a populacdo CMG-CV, nao ocorreu a comparagcdo com a populacéo CMG-PRO
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porque as neonatas nao sobreviveram (Figura 2). Nossos resultados estdo em

concordancia com estudos prévios que indicam que a resisténcia a toxinas Bt pode
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Figura 1. Peso (média + erro padrdo) de pupa de duas populagbes de S. frugiperda
alimentadas com milho PRO 2 e convencional. As médias seguidas com a mesma letra ndo
diferem entre si no método Holm- Sidak. P = 0.05. Nao houve sobreviventes na populagéo
CMG - PRO.

levar a mudancas fenotipicas associadas ao desenvolvimento, como observado por
Santos-Amaya et al. (2017). As populacdes GSE-PRO e GSE-CV apresentaram um
maior custo adaptativo para completar seu ciclo, uma vez que ocorreu um maior tempo
de desenvolvimento larval (Figura 2). O custo da resisténcia pode alterar os padrdes
de alimentacdo, taxa metabdlica e comportamento alimentar, culminando em
diferencas substanciais no tempo necessario para atingir os estagios subsequentes
do desenvolvimento larval. A capacidade das populacdes resistentes de S. frugiperda
de continuar se desenvolvendo em um ambiente com presenca de toxinas Bt
evidencia a dificuldade de manejo dessa espécie em funcdo da complexa interacédo
entre as respostas adaptativas desse inseto e as pressoes seletivas exercidas pelo
uso extensivo das tecnologias Bt.

O indice adaptativo indicou o maior custo adaptativo para a populacdo GSE-
PRO expostas ao milho Bt, obtendo uma diferenca significativa quando comparada as
9



populacées CMG-CV e GSE-CV que foram expostas ao milho convencional (Figura
3). Provavelmente, essa diferenga nos valores do indice adaptativo pode ter ocorrido
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Figura 2. Tempo (média * erro padrdo) de desenvolvimento de duas populacdes de
S. frugiperda alimentadas com milho PRO 2 e convencional. As médias seguidas com
a mesma letra ndo diferem entre si no método Holm - Sidak P = 0.05. Nao houve
sobreviventes na populagcdo CMG - PRO.

em funcao da intensa pressédo de selecao sobre a linhagem resistente, fato que pode
ter contribuido para estabilizar a resisténcia na auséncia de pressdo de selecéo,
diminuindo assim os possiveis efeitos do custo adaptativo (GASSMANN et al. 2009).
Nossos resultados estdo de acordo com as observacdes de adaptacdo fenotipica
descritas por Vélez, et al., (2014) e Santos-Amaya et al. (2017), destacando a
interacdo entre os mecanismos de resisténcia e os componentes da aptiddo, como a
taxa de reproducéo e a sobrevivéncia. Essa grande reducao observada no valor de
indice adaptativo da populacdo GSE-PRO no milho Bt (Figura 3), destaca a
importancia da compreensao detalhada das consequéncias da resisténcia ndo apenas
em relacdo a sobrevivéncia, mas também aos aspectos reprodutivos, o que tem
implicac@es diretas para estratégias de manejo integrado e conservac¢ao da cultura do
milho.
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Figura 3 — indice adaptativo (média + erro padrdo) de duas populacbes de S.
frugiperda alimentadas com milho PRO 2 e convencional. As médias seguidas com
a mesma letra ndo diferem entre si no teste de Tukey. P = <0.05. Nao houve
sobreviventes na populacdo CMG-PRO.

5. Conclusdes

Neste trabalho nos reportamos que o hibrido de milho transgénico PRO 2
apresentou alta eficacia no controle contra o ataque de S. frugiperda paras as
populacdes de Sergipe (GSE) e Minas Gerais (CMG). Embora a populacédo GSE tenha
sobrevivido a exposicdo durante a fase larval, os valores de indice adaptivo indicam
gue h& um alto custo fisiolégico para a sobrevivéncia dessa espécie no milho Bt.
Todos os resultados indicam que o plantio do evento de milho transgenico PRO 2
ainda séo viaveis para o controle de S. frugiperda nos municipios de N. Sra. Da Gloria-
SE e Canapolis-MG.
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6. Perspectivas de futuros trabalhos

Os resultados obtidos neste trabalho representa o primeiro passo para o
entendimento da susceptibilidade de populacdes de S. frugiperda aos eventos de
milho transgenicos Bts cultivados no estado de Sergipe. Porém, a continuacéo
desses estudos estéo diretamente assocoda a disponibilidade de recursos. A priori,
objetiva a publicacdo de um artigo cientifico com os resultados desse estudo, porém
outros estrudos complementares sdo necessarios. Além disso, parte dos resultados
serdo publicados na forma de resumos em simpdsio de iniciacao cientifica (SEMAC).
Todas essas acgoes visam difundir o conhecimento estabelecido neste trabalho e
contribuir para a melhhoria das estratégias de manejo integrado de pragas do milho

na regiao.
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