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RESUMO - O objetivo do trabalho foi avaliar o desenvolvimento da lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda
(J. E. Smith), alimentada com quatro hibridos simples de milho transgénicos com diferentes eventos Bt e dois
hibridos simples de milho convencionais, em relagdo aos seguintes parametros: biomassa das lagartas aos quatro e
nove dias; viabilidade da fase larval e comprimento das lagartas aos nove dias. Verificou-se que os quatro eventos
Bt apresentaram expressiva reducdo na sobrevivéncia de lagartas de 1° instar, apds 24 horas de alimentagdo em
suas folhas, destacando-se o hibrido Impacto Viptera, que apresentou uma propor¢do de 52% de sobrevivéncia de
lagartas, ante 73% para o hibrido transgénico P30F35 YG e 72% para os hibridos transgénicos DAS2B710 HX e
DKB390 PRO; enquanto que nos dois hibridos convencionais a sobrevivéncia atingida ap6s 24 horas ainda estava em
torno de 93%. A biomassa e o comprimento das lagartas desenvolvidas em milho com tecnologia Bt foram menores
do que as lagartas desenvolvidas em milho ndo Bz. Os resultados confirmam que os eventos Bt causam resisténcia
por antibiose as lagartas de S. frugiperda e que a toxina Viptera® no hibrido torna a tecnologia Bt mais eficiente.
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ANTIBIOSIS OF FALL ARMYWORM IN HYBRIDS OF MAIZE Bt

ABSTRACT - The objective of this work was to evaluate the development of the fall armyworm, Spodoptera frugiperda
(J. E. Smith), fed with four simple hybrids of transgenic maize with different events Bt and two simple hybrids of
conventional maize, in relation to the following parameters: biomass of larvae to four and nine days; larval and length
of larvae to nine days. It was found that the four events B¢ showed significant reduction in larvae survival of 1st instar,
after 24 hours of feeding on their leaves, highlighting the hybrid Impacto Viptera, which showed a ratio of 52% of
larvae survival, compared with 73% for transgenic hybrid P30F35 YG and 72% for transgenic hybrids DAS2B710 HX
and DKB390 PRO; whereas in two conventional hybrid survival achieved after 24 hours it was still around 93%. The
biomass and the length of larvae fed on maize with B¢ technology were smaller than the larvae developed in maize not
Bt. The results confirm that the events Bt cause resistance by antibiosis to S. frugiperda larvae and that the selection
pressure imposed by certain events Bt to control of fall armyworm ends up limiting the toxin Viptera® in hybrid makes
the Bt technology more efficient.

Key words: Zea mays L., Spodoptera frugiperda, biomass, mortality.
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A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda
(J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ a mais im-
portante praga da cultura do milho no Brasil, alimen-
tando-se das folhas, reduzindo a area fotossintética e
principalmente os cartuchos das plantas jovens, cau-
sando perdas de até¢ 60% da producdo (Cruz, 1995,
2008).

O ataque de S. frugiperda é mais comum no
periodo vegetativo da planta, quando provoca injurias
foliares; porém, tem-se observado ataque no pendao
e na espiga durante o estaddio reprodutivo (Gallo et
al., 2002). O controle se torna essencial para manter
a praga abaixo do nivel de dano econdmico para a
cultura. Nas ultimas décadas, a engenharia genética
possibilitou, com a técnica do DNA recombinante,
a combinacdo de genes entre diferentes espécies de
organismos, surgindo assim o milho geneticamente
modificado com alto padrao de resisténcia a lepidop-
teros-praga pela introducdo de um gene de Bacillus
thuringiensis (Berliner) (Bf) em plantas de milho (Ar-
mstrong et al., 1995; Walker et al., 1997; Buntin et al.,
2001; Huang et al., 2002).

O uso de variedades resistentes a insetos ¢ um
método de controle que reduz as perdas causadas
por pragas, sendo os tipos de resisténcia antibiose e
nao preferéncia para alimentagdo encontrados em di-
ferentes genotipos de milho (Wiseman et al., 1981;
Williams et al., 1983). Estudos tém sido realizados
para detectar resisténcia do tipo antibiose, principal
fator de reducdo da populacdo de pragas (Painter,
1951; Maxwell & Jennings, 1980; Smith, 1989; Lara,
1991), avaliando-se o desenvolvimento de S. frugi-
perda em diferentes acessos de milho.

A resisténcia do tipo antibiose ocorre quando o
inseto se alimenta normalmente da planta e esta exer-
ce um efeito adverso sobre a sua biologia, afetando

direta ou indiretamente seu potencial de reproducao.

Geralmente, essa influéncia negativa ocorre devido
a presenga de compostos quimicos que dificultam o
crescimento e o desenvolvimento do inseto, provo-
cando alteragdes como prolongamento do ciclo biolo-
gico, deformagdes e mortalidade em diferentes fases
de desenvolvimento, reducao de peso e tamanho dos
individuos, entre outras (Painter, 1951; Maxwell &
Jennings, 1980; Smith, 1989; Bueno et al., 2006; Ch-
rispim & Ramos, 2007; Boiga Junior et al., 2013).

A mortalidade das formas jovens de insetos
criadas sobre plantas resistentes geralmente é obser-
vada durante os primeiros dias de vida do inseto e ¢é
uma das varidveis mais caracteristicas da ocorréncia
de antibiose, aliada a redu¢ao do tamanho e peso dos
individuos (Panda & Khush, 1995).

Proteinas Bt tém sido efetivas no controle de
lepidopteros-praga da cultura do milho (Waquil et al.,
2002; Fernandes et al., 2003; Louren¢do & Fernan-
des, 2013). As proteinas CrylF, CrylAb e CrylAc,
expressas em hibridos de milho B¢, foram, em ordem
decrescente, mais efetivas no controle de S. frugiper-
da (Waquil et al., 2002).

Sabendo-se que os eventos Bt tém sido cria-
dos pelas empresas privadas nos Estados Unidos e
que as pragas-alvo na cultura do milho nesse pais
sdo a lagarta-europeia (Ostrinia nubilalis) e as larvas
de diabrotica (Diabrotica spp.), as informagdes rela-
cionadas a lagarta-do-cartucho e ao uso de hibridos
transgénicos contendo diferentes toxinas Bt sdo pou-
co conhecidas nas condi¢Oes brasileiras, havendo a
necessidade de mais estudos para avaliar a eficacia da
tecnologia comparada a hibridos comerciais nao Bt
(Waquil, 2007; Omoto et al., 2012).

Assim, considerando-se a importancia de S.
frugiperda como praga de milho no Brasil, esta pes-
quisa teve por objetivo avaliar o desenvolvimento

de lagartas de S. frugiperda em milho com uma ou
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duas diferentes toxinas Bt, em teste de antibiose, para
identificar toxinas B¢ mais eficientes e que reflitam
um menor nivel de injuria da praga nas condigdes do
Estado de Sao Paulo.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no ano de 2013,
sob condigdes controladas de temperatura (25°C =+
1°C), umidade relativa (60% + 10%) e fotofase (14h),
no laboratdrio.

Foram utilizados quatro hibridos simples de
milho com distintos eventos Bt e dois hibridos sim-
ples convencionais de milho sem a tecnologia Bt (Ta-
bela 1).

O delineamento experimental utilizado foi in-
teiramente ao acaso, com seis tratamentos. Em cada
repeticdo, utilizou-se uma lagarta recém-eclodida,
isolada em frasco de vidro, sendo cada lagarta con-
siderada uma repeticdo, perfazendo 60 repeticdes por
tratamento.

As lagartas de S. frugiperda utilizadas no expe-
rimento foram obtidas de criacdo de manutencdo em
dieta artificial (Nalin, 1991), a qual, periodicamente,
recebia introdugdes de insetos do campo para evitar a

degeneracao da populacao.

Os hibridos utilizados foram semeados em va-
sos plasticos com capacidade de 20 kg, preenchidos
com composto, com adubagdo de acordo com as reco-
mendagdes para a cultura do milho (Raij et al., 1997),
deixando-se duas plantas por vaso, mantidos em casa
de vegetagdo durante o periodo da experimentacao.
Foram utilizados 20 vasos por tratamento, de modo a
se ter disponibilidade de folhas.

As folhas dos hibridos foram coletadas quan-
do atingiram a idade de 16 até 27 dias, quando as la-
gartas recém-eclodidas “raspam” as folhas de milho
(Silveira et al., 1998). Nessa fase de desenvolvimento
da planta, ¢ quando ocorre maior discriminagdo em
testes de resisténcia (Videla et al., 1992).

Lagartas recém-eclodidas de S. frugiperda fo-
ram individualizadas em tubos de vidro (8,5 cm de
altura x 2,5 cm de didmetro) tampados com algodao
hidrofugo e alimentadas com folhas dos hibridos de
milho. Foram fornecidas as lagartas aproximadamen-
te 12 cm? de folhas de milho, cortados em retangu-
los, com a maior dimensao no sentido longitudinal e
paralelo a nervura central, onde se concentram cerca
de 99% das lagartas em estadios iniciais de alimenta-
cdo (Ng et al., 1990, citado por Silveira et al., 1998).
Essas folhas foram primeiramente lavadas, mantidas

em imersao na agua por cerca de 10 min, retirando-se

Tabela 1. Hibridos de milho utilizados em experimento de antibiose a Spodoptera frugiperda em laboratorio.

Hibrido Evento Marca (Sigla) Toxina Bt Empresa
DAS2B710" - - - DowAgroscience
DAS2B710 HX®  TC 1507 Herculex® (HX) Cry 1F DowAgroscience
P30F35 YG® MON 810 YieldGard® (YG) Cry 1Ab Du Pont do Brasil S.A
. Cry 1A105 (1Ab, 1Ac,
DKB390 PRO® MON 89034 YieldGard VTPro® (Pro) Dekalb
IF) + Cry2Ab2
Impacto™® - - - Syngenta Seeds Ltda.
Impacto Viptera® MIR 162 Viptera® (VIP) VIP3Aa20 Syngenta Seeds Ltda.

M Hibrido Simples Convencional; ® Hibrido Simples Transgénico. (Fonte: EMBRAPA., 2014).
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posteriormente o excesso de agua com o auxilio de toa-
lhas de papel, antes de serem colocadas nos recipientes
de criagdo para manutengdo da turgescéncia das folhas.
Diariamente, substituiram-se as folhas de milho nos
tubos de vidro, independentemente do consumo pela
lagarta, e registrou-se o nimero de lagartas mortas.

Avaliaram-se biomassa das lagartas aos quatro e
aos nove dias, viabilidade da fase larval e comprimen-
to das lagartas aos nove dias. Para a obtencdo da bio-
massa das lagartas, foi utilizada balanga de precisao
analitica da marca Mettler AC100. Cada repeticdo,
quando possivel, foi pesada individualmente e, em
repeticoes onde a biomassa da lagarta ndo era detec-
tada pela balanca, pesou-se mais de uma lagarta por
vez até se obter um valor detectavel.

Para obtengdo da viabilidade larval, contou-
-se diariamente o nimero de lagartas vivas em cada
tratamento, a partir da instalagdo do experimento em
laboratério, até a mortalidade total em todos os trata-
mentos com tecnologia Bt. Para a medi¢ao do com-
primento das lagartas utilizou-se régua com gradua-
¢d0 em centimetros.

Foram realizadas analises de variancia indi-

viduais e conjuntas, sendo as médias transformadas

em arco seno +x/100 e comparadas pelos testes
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro,
utilizando o software SAS (SAS, 1999).

As curvas de sobrevivéncia das lagartas foram
estimadas para cada hibrido de milho, utilizando-se o
teste de Kaplan-Meier (Kaplan & Meier, 1958), ao ni-
vel de 5% de probabilidade, utilizando-se o software

BioEstat 3.0 (Ayres et al., 2003).

Resultados e Discussao

Os seis hibridos de milho avaliados apresenta-

ram diferencas significativas entre si com relagdo a
biomassa de lagartas alimentadas durante quatro dias
com folhas de milho Bt e ndo Bt. Lagartas alimen-
tadas com hibridos transgénicos apresentaram menor
ganho de biomassa aos quatro dias de alimentagdo
em relacdo aos hibridos convencionais, mostrando o
efeito direto das toxinas Bt sobre a praga (Tabela 2).
Dutton et al. (2005) relataram que as toxinas Bt sao
deterrentes para as larvas de lepidopteros e que essa
caracteristica de deterréncia do milho Bf acarreta bai-
xo ganho de peso das larvas alimentadas com esse
tipo de milho. Nao foram detectadas diferencas na
biomassa das lagartas alimentadas em hibridos com
diferentes tecnologias Bf aos quatro dias de alimen-
tacdo, ou seja, as tecnologias Bt afetaram o ganho
de biomassa da S. frugiperda de maneira semelhante
nesse periodo (Tabela 2). Esse fato pode ter ocorri-
do devido a toxina Bf num primeiro momento agir de
maneira semelhante sobre as lagartas recém-eclodi-
das, independentemente do tipo de agdo e da atuacao
da toxina no intestino dessas lagartas. Também nao se
verificaram diferencas de biomassa entre as lagartas
alimentadas com os dois hibridos convencionais de
milho aos quatro dias de alimentag@o.

A reducdo de biomassa da lagarta alimenta-
da no hibrido transgénico DAS2B710 HX foi da
ordem de 68,4% em relacdo ao hibrido convencio-
nal DAS2B710 e de 73,9% em relacdo ao hibrido
convencional Impacto; para o hibrido P30F35 YG,
foi de 63,2% em relagdo ao hibrido convencional
DAS2B710 e de 69,6% em relagdo ao hibrido con-
vencional Impacto; para o hibrido DKB390 PRO,
foi de 78,9% em relagdo ao hibrido convencional
DAS2B710 e de 82,6% em relacdo ao hibrido con-
vencional Impacto; e para o hibrido Impacto Viptera,
foi da ordem de 73,7% em relacdo ao hibrido conven-
cional DAS2B710 e de 78,3% em relagdo ao hibrido
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convencional Impacto (Tabela 2). Desse modo, ve-
rifica-se que as maiores porcentagens de reducdo de
biomassa aos quatro dias foram observadas entre os
hibridos transgénicos e o hibrido convencional Im-
pacto do que em relagdo ao hibrido DAS2B710. Men-
des et al. (2009) relatam que os insetos que sobrevi-
vem apos serem alimentados com milho transgénico
apresentam menor acimulo de biomassa, reduzindo
sua competitividade no ambiente, comprometendo o
desempenho dessa populacao de insetos. Verifica-se,
portanto, efeito de antibiose dos hibridos transgéni-
cos sobre a lagarta-do-cartucho, evidenciado pela re-
dugao de peso.

Apo6s nove dias de experimentagdo, apenas as
lagartas alimentadas em hibridos convencionais e no
hibrido transgénico contendo a proteina toxina B¢ Cry
1A(b) estavam ativas e se alimentando (Tabela 3).

Houve diferenca para biomassa de lagartas-do-cartu-

cho alimentadas durante esse periodo, com dois hibri-
dos de milho com tecnologia ndo B¢ e um milho com
tecnologia Bt (Tabela 3). Constatou-se que as lagartas
alimentadas com o hibrido de milho nio Bt apresenta-
ram média de biomassa superior quando comparadas
com as lagartas alimentadas por folhas do milho Bz,
estas apresentando perda significativa de seu peso.
Waquil et al. (2004), ao avaliarem a toxicidade
das proteinas puras Cry 1A(b) para lagarta-do-car-
tucho usando o método de tratamento superficial da
dieta, observaram que a atividade da proteina do Bt
sobre a lagarta vai além da toxicidade, apresentando
um importante componente de inibigdo alimentar. A
protecao oferecida pela toxina Cry 1A(b) ao milho Bt
contra a infestacdo por S. frugiperda ¢ consequéncia
da redugdo do consumo foliar, fato importante para
0 manejo de insetos no campo, pois, com menores

biomassa e consumo alimentar, havera menor dano

Tabela 2. Biomassa média de lagartas de S. frugiperda alimentadas durante quatro dias com seis hibridos de

milho Bt e ndo Bt.
Reducdo de biomassa Reducdo de biomassa
Hibrido Biomassa (mg) V em relacdo ao em relacao
DAS2B710 (%) ao Impacto (%)
DKB390 PRO 0,04 b 78,9 82,6
Impacto Viptera 0,05b 73,7 78,3
DAS2B710 HX 0,06 b 68,4 73,9
P30F35YG 0,07 b 63,2 69,6
DAS2B710 0,19 a - -
Impacto 0,23 a - -
Média 0,11
DMS 0,18
F (5%) 41,7
CV (%) 25,6

(W' Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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do inseto a produgao (Lynch et al., 1999).

Essa redu¢do de biomassa no hibrido transge-
nico P30F35 YG foi da ordem de 73,0% em relagao
ao hibrido convencional DAS2B710 e da ordem de
71,1% em relag@o ao hibrido convencional Impac-
to (Tabela 3). Também foram detectadas diferencas
significativas entre os hibridos para comprimento de
lagarta aos nove dias de alimentac@o nas folhas de
milho. O desenvolvimento da lagarta foi influencia-
do pelos hibridos estudados, de modo que o hibrido
transgénico P30F35 YG apresentou maior redug@o no
comprimento da praga em comparacao aos demais hi-
bridos avaliados (Tabela 3).

Buntin et al. (2001), ao avaliarem a eficién-
cia dos milhos geneticamente modificados MON810
e BT11 (proteina CrylAb) no controle de H. zea,
observaram atraso no desenvolvimento das lagartas
infestantes do milho contendo tecnologia B, o que
se refletiu na reducdo do tamanho delas. Outros tra-
balhos (Melo & Silva, 1987; Siloto et al., 2002) mos-

tram que populagdes remanescentes de insetos que se

desenvolveram em plantas resistentes passam a pro-
duzir individuos menos vigorosos e mais suscetiveis
aos inseticidas, promovendo a possibilidade do uso
mais racional dos produtos quimicos (Viana & Poten-
za, 2000).

Ao se estudar a sobrevivéncia de S. frugiperda
durante o periodo de nove dias de alimentagdo em hi-
bridos de milho convencionais e Bt, verificou-se dife-
renga significativa entre os tratamentos, evidenciando
porcentagens diferentes de sobrevivéncia de lagarta
entre os hibridos avaliados. A sobrevivéncia de lagar-
tas recém-eclodidas alimentadas com hibridos de mi-
lho com diferentes toxinas Bt foi sempre menor que a
encontrada nas lagartas alimentadas em hibridos nao
Bt (Figura 1), demonstrando o efeito antibidtico da
toxina Bt sobre o ciclo bioldgico da lagarta-do-cartu-
cho.

Lynch et al. (1999) verificaram que a sobrevi-
véncia de larvas de S. frugiperda, avaliadas quatro
dias ap6s a eclosdao em diferentes hibridos de milho

que expressam a toxina Cry 1A(b), variou de 45%

Tabela 3. Biomassa e comprimento médio de lagartas de S. frugiperda alimentadas durante nove dias com trés

hibridos de milho.
Redugdo Redugao
. Biomassa de biomassa de biomassa Comprimento
Hibrido
(mg) © em relagdo ao em relagdo ao (cm) ®
DAS2B710 (%) Impacto (%)
P30F35YG 5490 73,0 71,1 0,7¢
Impacto 19,01 a - - 1,2b
DAS2B710 2031 a - - 1.4a
Média 14,9 1,1
DMS 0,83 1,04
F (5%) 7,1 14,8
CV (%) 35,5 14,6

(W Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 1. Sobrevivéncia de lagartas de S. frugiperda alimentadas com folhas de hibridos de milho Bt e ndo

Bt, em laboratorio.

para o material Btk 0906 a 54% para o Btk 0907. Se-
gundo Dutton et al. (2005), larvas nos primeiros ins-
tares sdo mais sensiveis as toxinas Bf em razao das
alteracdes na atividade especifica de proteases em seu
suco intestinal.

Um aspecto importante observado neste estudo
foi a diferenca na sobrevivéncia das lagartas alimen-
tadas com diferentes hibridos de milho (Figura 1).
Verificou-se que o hibrido Impacto Viptera provocou
alta mortalidade de lagarta-do-cartucho ja 24 horas
apos a instalagdo do experimento, resultando em 52%
de sobrevivéncia de lagartas, ante 73% para o hibri-
do transgénico P30F35 YG e 72% para os hibridos
transgénicos DAS2B710 HX e DKB390 PRO, evi-
denciando a eficiéncia dessa tecnologia na reducao
da sobrevivéncia da lagarta-do-cartucho (Figura 1).
O hibrido Bt Impacto Viptera continuou a apresentar
maior mortalidade em relagdo aos demais Bt até os
trés dias de avalia¢do, quando se detectou mortalida-
de de 100% das lagartas nesse tratamento.

Os hibridos DAS2B710 HX e DKB390 PRO

foram semelhantes no que se refere a mortalidade lar-
val até o terceiro dia de avaliag@o, dia em que a mor-
talidade em DKB390 PRO atingiu 100%, enquanto
no tratamento DAS2B710 HX algumas lagartas ainda
conseguiram sobreviver até o sexto dia de avaliag@o
(Figura 1).

Verificou-se que no hibrido transgénico
P30F35 YG as lagartas foram morrendo no decor-
rer dos dias de alimentagdo, apesar de esse nivel de
mortalidade ser bem inferior aos demais milhos Bt,
tanto que 100% de mortalidade de S. frugiperda s6
foi alcancada nove dias apds o inicio da alimentacdo
das lagartas com as folhas desse hibrido (Figura 1).
Observou-se que as lagartas sobreviventes, ao se ali-
mentarem desse hibrido Bt, apresentavam tamanho e
biomassa inferiores as verificadas nos hibridos néo
Bt, ou seja, tiveram o seu desenvolvimento compro-
metido.

Essa diferenca de sobrevivéncia em hibridos
de milho com tecnologia Bt aponta para uma evolu-

¢do da resisténcia em populagdes de insetos-praga
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8 Moraes et al.

a pratica de controle com determinados eventos Bt.
Segundo Hawthorne (1998), pragas-alvo evoluem
em resposta a selecdo natural imposta pelos métodos
de controle limitando sua eficiéncia e viabilidade em
longo prazo.

Com relagao aos hibridos convencionais, no-
tou-se pleno desenvolvimento das lagartas alimenta-
das com esses hibridos e uma sobrevivéncia natural
pouco menor no hibrido DAS2B710 do que no hi-
brido Impacto (Figura 1). Essas lagartas alimenta-
das nesses hibridos conseguiriam terminar seu ciclo
bioldgico, mas nesse estudo decidiu-se encerrar as
avaliagdes quando o ultimo evento Bt apresentasse
100% de mortalidade, uma vez que ja ¢ sabido o ciclo
bioldgico de S. frugiperda alimentada com folhas de

milhos convencionais.

Conclusoes
1. Os hibridos transgénicos DKB390 PRO,
DAS2B710 HX, Impacto Viptera e P30F35 YG cau-
sam resisténcia por antibiose as lagartas de S. frugi-

perda.

2. A presenga de toxina Viptera® no hibrido

(Impacto Viptera) torna a tecnologia Bt mais eficiente.
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