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RESUMO

O milho transgénico resistente a insetos tem sido amplamente utilizado no mundo para o controle de
pragas. No entanto populagdes de insetos resistentes tem aumentado causando perda da efetividade
da tecnologia. Além disso, estudos sobre os efeitos dessas plantas sobre organismos nao alvo sao
controversos. Nesse sentido avaliamos os efeitos de hibridos comerciais de milho transgénico
YieldGard (CrylAb), YieldGard VTPRO (CrylA.105 + Cry2Ab2) e Viptera (Vip3Aa20), e um
hibrido ndo transgénico BM207 (controle), nas relagdes troficas em campo. A partir dos resultados
obtidos no campo, foram realizados ensaios em laboratorio, para compreender os efeitos dos hibridos
Bt sobre a sobrevivéncia, desenvolvimento e reproducdo de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae), do parasitoide Campoletis sonorensis (Hymenoptera: Ichneumonidae) e do predador
Euborellia annulipes (Dermaptera: Anisolabididaec). Sendo que os ensaios para o predador E.
annulipes foram realizados com dois tipos de dicta; lagartas de S. frugiperda alimentadas com os
hibridos (presa) e polen + presa (dieta mista). Os ensaios de campo foram realizados em Nortelandia-
MT; S. frugiperda foi tolerante aos hibridos YieldGard e YieldGard VTPRO, porém suscetivel ao
hibrido Viptera. No hibrido Viptera houve a ocorréncia de trés espécies de Leucania e trés espécies
de Elaphria, sendo esta a primeira citagdo desses géneros em milho Bt no Brasil. As populacdes de
parasitoides e predadores foram afetadas negativamente nos hibridos YieldGard VTPRO e Viptera.
Os principais parasitoides de S. frugiperda foram FEiphosoma laphygmae (Hymenoptera,
Ichneumonidae), Dolichozele sp. (Hymenoptera: Braconidae) e Archytas incertus (Diptera:
Tachinidae). Lagartas de Leucania foram parasitadas por seis espécies de Braconidae e duas espécies
de Tachinidae. Nao foi registrado parasitismo em lagartas de Elaphria spp. Em laboratério houve
100% de mortalidade das lagartas de S. frugiperda no hibrido Viptera, no entanto, as lagartas
sobreviveram aos hibridos Bt YieldGard e YieldGard VTPRO. Ambos os hibridos afetaram o periodo
larval e pupal e o peso das lagartas e pupas. A fecundidade foi menor nas fémeas emergidas das larvas
criadas nos hibridos YieldGard e YieldGard VTPRO em relagdo ao controle, mas ndo houve diferenca
na viabilidade dos ovos entre os tratamentos. Os ensaios em laboratdrio com os inimigos naturais nao
foram realizados para o hibrido Viptera devido a alta mortalidade de S. frugiperda nesse hibrido. Os
hibridos transgénicos YieldGard e YieldGard VTPRO causaram maior mortalidade as lagartas de S.
frugiperda parasitadas por C. sonorensis e alteraram o periodo de desenvolvimento larval, pupal, o
peso das pupas e a fecundidade das fémeas do parasitoide, em relacao ao hibrido convencional. A
longevidade dos adultos do parasitoide ndo foi estatisticamente diferente entre os hibridos testados.
A sobrevivéncia de ninfas e adultos de E. annulipes nao foi afetada pelos hibridos, quando estes
foram alimentados apenas com presas. No entanto, quando a alimentagdo foi a base de dicta mista,
a sobrevivéncia das ninfas e adultos de E. annulipes foi menor nos dois hibridos transgénicos. O
tempo de desenvolvimento das ninfas do predador foi mais longo em todos os tratamentos com
plantas Bt. A longevidade dos adultos, foi menor nos dois hibridos transgénicos, em relacao ao
controle, apenas na dieta mista. Individuos que se alimentaram da dieta mista produziram menor
numero de ovos do que o tratamento controle, porém a viabilidade dos ovos nao foi estatisticamente
diferente nos hibridos Bt e controle, nas duas dietas avaliadas. Em conclusiao, observamos que os
hibridos Bt alteraram a composi¢ao da estrutura trofica, como a presenga de lagartas de Leucania
¢ Elaphria no hibrido Viptera, ¢ reducao da populagao de inimigos naturais nos hibridos YieldGard
¢ Viptera. Em laboratorio foram observados efeitos negativos dos hibridos YieldGard ¢ YieldGard
VTPRO no desenvolvimento de parasitoide larval C. sonorensis e no predador E. annulipes.

Palavras-chave: Milho Bt, pélen, tesourinha, parasitoide, sobrevivéncia, reproducdo, Cry, Viptera



ABSTRACT

Transgenic maize resistant to insects has been widely used in the world for lepidopteran pest control.
However, populations of insect pests have increased causing loss of effectiveness of the technology.
Moreover, studies on the effects of these plants on non-target organisms are controversial. We
evaluated the effects of the commercial transgenic maize hybrids YieldGard (CrylAb), YieldGard
VTPRO (CrylA.105 + Cry2Ab2) and Viptera (Vip3Aa20) and a non-transgenic hybrid BM207
(control) in field and laboratory trophic relationships. From the results obtained in the field, laboratory
tests were carried out to analyze the effects of Bt hybrids on the survival, development and
reproduction of Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), the parasitoid Campoletis
sonorensis (Hymenoptera: Ichneumonidae) and the predator Euborellia annulipes (Dermaptera:
Anisolabididae). The tests for the predator E. annulipes were performed with two types of diet; S.
frugiperda caterpillars fed hybrids (prey) and pollen + prey (mixed diet). Field trials were conducted
in Nortelandia-MT; S. frugiperda was tolerant to YieldGard and YieldGard VTPRO hybrids but
susceptible to the Viptera hybrid. In the Viptera hybrid three species of Leucania and three species
of Elaphria were collected for the first time in Bt maize in Brazil. Populations of parasitoids and
predators were negatively affected in the YieldGard VTPRO and Viptera hybrids. The main
parasitoids of S. frugiperda were Eiphosoma laphygmae (Hymenoptera: Icheneumonidae),
Dolichozele sp. (Hymenoptera: Braconidae) and Archytas incertus (Diptera: Tachinidae). Leucania
caterpillars were parasitized by six species of Braconidae and two species of Tachinidae. No
parasitism was recorded on Elaphria spp. In the laboratory there was 100% mortality of S. frugiperda
caterpillars in the Viptera, however, the caterpillars survived in the Bt YieldGard and YieldGard
VTPRO hybrids. Both hybrids affected the larval and pupal period and the weight of caterpillars and
pupae. Fecundity was lower in emerged females of larvae reared on YieldGard and YieldGard
VTPRO hybrids compared to control, but there was no difference in egg viability between treatments.
Laboratory tests with the natural enemies were not performed for the Viptera hybrid, due to the high
mortality of S. frugiperda in this hybrid. Transgenic hybrids YieldGard e YieldGard VTPRO caused
higher mortality to S. frugiperda caterpillars parasitized by C. sonorensis in relation to control. The
YieldGard VTPRO and YieldGard transgenic hybrids altered larval and pupal development, pupal
weight and females' fecundity of the parasitoid. Longevity was not statistically different between the
tested hybrids. The survival of nymphs and adults of E. annulipes was not affected by the hybrids
when they were fed only preys. However, when feeding was based on the mixed diet, the survival of
nymphs and adults of E. annulipes was lower in the two transgenic hybrids. The development time
of predator nymphs was longer in all treatments with Bt plants. The longevity of the adults, until the
evaluated period, was lower in the three transgenic hybrids, in relation to the control, only in the
mixed diet. However, the viability of the eggs was not statistically different in the Bt and control
hybrids in the two diets evaluated. In conclusion, we observed that the Bt hybrids altered the
composition of the trophic structure, for example the presence of Leucania and Elaphria caterpillars
in the Viptera hybrid, and reduction of the natural enemy population in the YieldGard VTPRO and
Viptera hybrids. Negative effects of the YieldGard and YieldGard VTPRO hybrids were observed on
the development and reproduction of the larval parasitoid C. sonorensis and on the predator F.
annulipes.

Key-words: Bt maize, pollen, earwig, parasitoid, survival, reproduction, Cry, Viptera



LISTA DE FIGURAS
Capitulo 1- Relacoes tri-troficas em milho Bi.........ccoveieineiininicnseicssnicssnicssancsssancsssssnsssanssssaseses 20
Figura 1. Média de lagartas de Spodoptera frugiperda por coleta (barra £+ erro padrao) em
Nortelandia-MT, na segunda safra de milho em 2016 e 2017. (Letras minusculas comparagdes entre
os tratamentos em 2016 e as letras maitsculas comparagdes entre os tratamentos em 2017, sengundo
analise de ScottKnott 0,05% de probabilidade). .........c.ccooviiiiiiiiiiiiiee e 25
Figura 2. Média de Elaphria spp. e Leucania spp. por coleta (barra + erro padrao) em Nortelandia-
MT, na segunda safra de milho em 2016 ¢ 2017. (Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
os hibridos para Leucania spp., € para Elaphria spp. ndo houve significancia, ScottKnott 0,05% de
0] o131 1T 2T (<) TP 26
Figura 3. Média de lagartas de Spodoptera frugiperda parasitadas em cada coleta (barra + erro
padrdo), na segunda safra de milho de de 2016 e 2017 em Nortelandia-MT. (Letras minusculas
comparagdes entre os tratamentos em 2016 e as letras maiusculas comparagdes entre os tratamentos
em 2017, sengundo analse de ScottKnott 0,05% de probabilidade). ...........cceeevveviiiiieniiieiieniieee 29
Figura 4. Ocorréncia do predador Euborellia annulipes, em hibrido de milho Bt e ndo-Bt na segunda
safra de 2016 e 2017 em Nortelandia, Mato Grosso-Brasil. (Média seguidas pela mesma letra dentro
de cada safra ndo diferem estatisticamente segundo teste de ScottKnott a 5%). .......ccceeevvervreneennee. 30
Capitulo 2- Effect of three insect-resistant transgenic maize introductions on the development
and reproduction of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)............... 41
Figure 1. Survival of Spodoptera frugiperda fed in the larval stage on leaves of transgenic and
CONVENTIONAL TNAIZE. ..ottt ettt et b bbbt sbe et sbe e be et e bt et e ebeenees 46
Figure 2. Effect of transgenic maize on the weight of seven day-old larvae (a) and pupae (b) of
Spodoptera frugiperda. Means with the same letter for larval weight did not differ significantly by

the generalized linear model and for Tukey’s test for pupal weight (p<0.05)......cccovevecivieriiieeeieennne. 47



Figure 3. Effect of Bt maize on the fecundity and fertility of Spodoptera frugiperda. Means with the
same letter did not differ significantly by contrast analysis (p<0.05). ....cccevvvievieriiiinieniiieieeieeiene 48
Capitulo 3- Efeito de dois hibridos de milho Bt sobre o desenvolvimento e a reproduc¢io do
parasitoide larval Campoletis sonorensis (Cameron, 1886) (Hymenoptera: Ichneumonidae)..60
Figura 1. Sobrevivéncia de Campoletis sonorensis em lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas
com hibridos de milho transgénicos € NA0 traANSZENICO. .......eeruvrerureriieriieeiierieeieeereerieeereesieeeseenenes 66
Figura 2. Peso das pupas de Campoletis sonorensis apos o desenvolvimento em lagartas de
Spodoptera frugiperda alimentadas com hibridos de milho Bt e ndo transgénico. Médias (+erro

padrdo) com a mesma letra ndo diferem significativamente por modelo linear generalizado a 0,05%.

Figura 3. Longevidade de Campoletis sonorensis em Spodoptera frugiperda alimentadas com
hibridos Bt e ndo Bt. Médias (+erro padrao) seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente
pelo teste T em relacdo a longevidade entre os sexos em cada hibrido.{ ndo houve diferenca para a
longevidade de machos e fémeas entre 0s tratameNtos. ........ccveeerireerieeeiiee e e e e e 68
Figura 4. Média do parasitismo diario de Campoletis sonorensis. As médias com a mesma letra nao
diferem significativamente pelo modelo linear generalizado a 0,05%. ......cccceveeiiiiiiiniieniiiieee, 69
Capitulo 4- Efeito de hibridos de milho Cry sobre a sobrevivéncia, o desenvolvimento e
reproduciao do predador Euborellia annulipes (Lucas, 1847) (Dermaptera: Anisolabididae)...78
Figura 1. Efeito de presas provenientes de hibridos Bt no numero de ovos produzidos (a) e no nimero
de ovos viaveis (b) de Euborellia aniulipDes. ..............cccoevceeeecieeeciieeeiieeeieeeeiee e seeeeveeessee s 85
Figura 2. Efeito da dieta mista no nimero de ovos produzidos (a) e de ovos viaveis (b) de Euborellia

QIMULIPES. ..ooeeeee ettt e e e et e ettt e e at e e e st e e s aseeeansee e sseeansseeansseeanseeeasseeensseeensseesnnneesnnseennnneas 87



LISTA DE TABELAS

Capitulo 1- Relacoes tri-troficas em milho Bt........ccoveieiviicnriicirnninssencsssencssescsssnssssssessssssssssasssnes 20

Tabela 1. Numero total de lagartas coletadas nos hibridos de milho em Nortelandia, Mato Grosso-
BIASILL <ttt ettt et e h e bt et e e bt e beeeate e aeeenbeeaneas 25
Tabela 2. Numero total de parasitoides coletados em lagartas de Spodoptera frugiperda e Leucania
spp. nos hibridos de milho em Nortelandia, Mato Grosso-Brasil..........c.ccceeeeiieeiiieniiieccieeceeeeen, 28
Tabela 3. Numero de predadores dermépteros coletados nos hibridos em Nortelandia, Mato Grosso-
BIASILL ettt ettt e b e bbbt e s h bttt e bt e et e e bt e e b e e eeas 30
Capitulo 2- Effect of three insect-resistant transgenic maize introductions on the development
and reproduction of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)............. 41
Table 1. Biological parameters of Spodoptera frugiperda surviving on transgenic maize expressing
Bacillus thuringiensis Cry and Vip proteins (temperature de 26 + 2°C, 70% RH and fotoperiod of
0 L0 TR OO PRSTRRSPR 46
Capitulo 3- Efeito de dois hibridos de milho Bt sobre o desenvolvimento e a reproduc¢io do
parasitoide larval Campoletis sonorensis (Cameron, 1886) (Hymenoptera: Ichneumonidae)..60
Tabela 1. Parametros biologicos de Campoletis sonorensis desenvolvida em lagartas de Spodoptera
frugiperda alimentadas com hibridos de milho Bt € N30 transSgenico. .........ccoeeveervereeriereeneenieneenn. 67
Capitulo 4- Efeito de hibridos de milho Cry sobre a sobrevivéncia, o desenvolvimento e
reproducido do predador Euborellia annulipes (Lucas, 1847) (Dermaptera: Anisolabididae)...78
Tabela 1. Parametros bioldgicos de Euborellia annulipes predando lagartas de S. frugiperda
alimentadas com milho Bt € NA0-tranSgEniCo. .......cccueiiiiiiiieiiieie et 84
Tabela 2. Parametros biologicos de Euborellia annulipes se alimentando de lagartas e polen de milho

Bt € NAO-TANSZENICO. ...ttt ettt ettt ettt et e et e e s bt e et e e bt e eabeesaeeenbeessteenbeesaeeenseenneas 86



SUMARIO

1. INTRODUGAOD GERAL....ccueueeerierineiaiiseesessesessesessesssssessesessessessessesssssessesessessessessestasesssssessessessessessessessessssesssssasansan 15
CAPITULO 1: RELACOES TRI-TROFICAS ENVOLVENDO LEPIDOPTEROS PRAGAS, PARASITOIDES E PREDADORES EM

MILHO TRANSGENICO........cucevrtrrereeeersesesessesssesesssssssesesssssssesssssssssessssnsssssessasssssesessssssssesesssssesesssssssesssssssssesensnsssssenes 20
I 1 00 0oV RSN 21
2. IVIATERIAL E IVIETODOS ..ttt e s e e e s e e e e e e e e e e e eeeeeeeee et ee e te ettt e aeeaett saeseaeeeeaaeeaaaeeaeeeeeeeaeea e e e e eetes s bassbassa s s e e e s e eeeeeeeeennsnnnnnnn 23
2.1, EXPEIIMENTOS GO COMDO.......eeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e ettt e e e e e e ettt e e e e e e e st ts st e e aaeeaaaaaeaaasasssssanaaaaeeessssnnsnnnes 23
2.2. Coleta de 1agartas € iNiMigOS NATUIGS ...........ceeeeeeeeeeeeteeeeee e e e e ettt a e e e e e e ee e sttt e e aaaaaaaaeaeeasssssssssesaaaaaeeessnssnnes 24
B Yol | =R =X e 11 Y A ole (PRSPPI 24
3. RESULTADOS ..eeettttttitttuttttutita e s s s s e s s eeeeeeaeeeaaaaaeeeesesuassaa i aassaaassaeeeeaaeeeaeeeeeesseessssssssssssnsnsannsseeeeseeeeeeeeeeeeeseeenssnnnsnns 24
2 B o o Lo [ {0 KOO OO PPP PP PUPPPIPPRRPPPIRt 24
I A e Lo K e (o [ o TR o PSP URPRPPPRN 27
R A -1 [0 [o Lo T2 SO TSP U PP PPPPPPPPRIRE 29
A, DISCUSSAD ..etruuuneeetttuuieeeettttuu e e eeettau e e e e ettsta e eeetta e eeetaasaa e eeetasasa e eaeaesaaaeeeesessaaeeeeeestanasaes s eeeatstnnaseeeetsnnnaneeeerennns 31
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....eetteeteeeiiiitittttteeeeeeaaaaaustteeteeeeesssaaanasseaaase e e e e e eaeessasasbbbee e e e aeeeaasaassnbbbbeeeeeesesanannnnssnnnnnnnns 33

CAPITULO 2: EFFECT OF THREE INSECT-RESISTANT TRANSGENIC MAIZE INTRODUCTIONS ON THE DEVELOPMENT

AND REPRODUCTION OF SPODOPTERA FRUGIPERDA (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) .......eeeeeerneeerecnneena 41
L. INTRODUGCTION weeuutttteeauttteesauutteeeauttteesaussteessusteeesaastaeseee s abbeeeesnseeeesaasb e e e e easbeeeesaanseeeeeasbeeeesaabbtee seesaanseeeesannbaeeesansneeas 42
2. MIATERIAL AND IVIETHODS .....ease e e s e e e e e e e e e eeeeeeeeeeetee et e eeeeeae e st saabe £ e e e e e e eeeeeeeeaeeee et e e e e e e e e e e e ees e bssssss e s e e s e e e e s eenneennsnnnnnnn 44
2.1, INSECE AN PIANT CUITUIES ...ttt ettt e e e e e e e e ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeaaaaeessssssssasssanaans 44
2.2. Influence of the maize hybrids 0N S. frUGIPEITA .............eeieeeuiieiieee ettt 44
B Y e LY (oo ] e Lo 1)V A KU PUPRROE 45
B RESULTS ¢ ettt ettt s e e e s e e e e e e e e e e e ettt et ettt b e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et eee et e e e et e e b ee e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeteannaennaes 45
A, DISCUSSION ...ttt a s e aeseeeeeeeeeeeaaeeaeeeeeeee et e et e e e et ees s aaaesaaaaaaaeeaaaeeaeeeeeteeeeesaseeeeeeseaesssass s ee e e et e e eaeeeeseesbnnnsbansnaaan 48
D REFERENCES «...ttteeettttee e sttt et e ettt e e ettt e e s e att et e e eatb et e e s e e easbe e e e s aasb e e e e e s bt e e e e s bb e e e e s aab e e e e e aabb e e e e aanbeeeeaa e e annbeeesennbbeeesannnaeeesnnnnes 52

CAPITULO 3: EFEITO DE DOIS HIBRIDOS DE MILHO BT SOBRE O DESENVOLVIMENTO E A REPRODUGAO DO

PARASITOIDE LARVAL CAMPOLETIS SONORENSIS (CAMERON, 1886) (HYMENOPTERA: ICHNEUMONIDAE) .............. 60
L. INTRODUGAD ...t eettiteeetieeette e ettt e e e e ete e e sat e e satee s et seasteeasa e e ssaeessaneassanassansassnnsesssnesstnesssaesssansaeessnneessnneessnneessnnnessen 62
2. MIATERIAL E IMIETODOS ..t tuttteeeeitteeessttteeessuttteesasstteeesausseeessasteabeeeeeasbaeeesaasseeeseaabteeesaasbaeeesaabeeeseasbbeessnbee baaeesannneeessnnnes 63
BB LY o L= o | RV =t =1 e | OO U U UPPUPPOE 63
2.2. Criagho de S. frugiperda @ C. SONOIENSIS .........uuuuuuueueeeeeeeeeeeeeee e e e ettt s e aaae e e aaseasaeessessssssssssssnnnsans 63
2.3. Desenvolvimento de C. sonorensis em lagartas de S. frugiperda em milho transgénico e ndo transgénico ............. 64
YT | YR =X o 1 A ol (RO UPPPRRPPPRN 65
3. RESULTADOS «.eettettttttttttttttt e s e e e e s e e e e e e e e e e e eeeeeeee et haaaa e e e s e e e e e e e e eeeeeeeaeeaeteeaeee e s e e e s ee e e b eebbbsas e e e e eeeeeeeeeeeeeeenneennnnnnnnns 65
A, DISCUSSAD ..eettuettuuueea e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeee et e ettt ettt e et e ae aaaaaasaaaaaaaeeeaeeeeaeeaeteaeeeea et e e ee e et aassbsassa s e et e ettt et e eeeeteentnnnbhann s 69
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....eeeeetteeiiiiititeeeteeeeeeeeeaaiss ettt e e e e s s e aae s e e e e e e e e e e s s e aan b b e e e e e e eeeeeeeaannbbbeeeeeeeeseasnnnnnsnnnnnnnns 71

CAPITULO 4: EFEITO DE HiBRIDOS DE MILHO CRY SOBRE A SOBREVIVENCIA, DESENVOLVIMENTO E REPRODUGAO

DO PREDADOR EUBORELLIA ANNULIPES (LUCAS, 1847) (DERMAPTERA: ANISOLABIDIDAE).....ccccceeeteeeeecccccrsnnnnneeens 78
L. INTRODUGAD ... e etettuteeeetetttieeeeeeetaat e eeeeeaaaaa e eeeesasuaa e saaaaaaesessanasaeessssnasaeeesssssnnaeeesssssnnesessssssnnssesnnnnseeesessnnnseeesessnnneens 79
2. MIATERIAL E IMIETODOS .. tutttteeeittteessutteeessuttteesssssseeesaasseeeeeastsabeeeesasbaeeesaasseeessanbaeeeeaasbbeeesansaeeeseasbbeessnsee bbeeesannseeeesnnnes 81
2.1. Material vegetal @ COIEtA d@ POIBN ................ooeeeee et ettt e e e e e e e e e e e e e e e e st aaaaaeeeeeessannes 81
2.2, INS@LOS .ottt e e oo oo e oo e e e e e e et ettt ettt ettt ettt e e aa e e e eeeeeeeeeeeeeeeetaeteetrtaatataaatnnntans 81
2.3. Efeito do milho Bt sobre o desenvolvimento e reprodugdo de E. annulipes por meio de uma dieta a base de presas

..................................................................................................................................................................................... 82
2.4. Efeito do milho Bt sobre o desenvolvimento e reproducdo de E. annulipes por meio de uma dieta mista ............... 83
BB VLo | Y= =2y o [y A ol PP PUPRRPR: 83

3. RESULTADOS «.eetettteetteeetttttt e s e e e s e e e e e e e e e e e e e e et e e e et b e s s e e e s e e e e e e eeeeeaeeeetee et e e e e e e e s e e s e bsssbnsae s e e eeeeeeeeeeeeeetenneennnnnnnnns 84



3.1. Efeito do consumo de lagartas criadas em milho Bt sobre o desenvolvimento e reprodugdo de E. annulipes.......... 84
3.2. Efeito do consumo de lagartas e pélen de milho Bt sobre o desenvolvimento e reprodugéo de E. annulipes........... 85

L 1Yo 55V LRt 87
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..etttuetttneeeetueeettieesesaeessaneessuneesstnsessseeessssssnesssaeessaeessnneessaneesssnsesssnsesssnsesssaeesssanesesssnnnes 89
2. CONSIDERAC@ES FINAIS ... iteiiiiitietiieeittenneeeetetennssestasnssssssssassssssssssanssssssesssnsssssssssansssssssssnnssssssssnnssssssssannsssssssne 97

3. REFERENCIAS ......cueueurereieuensastseessssastseessassstssssssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssstssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssesssssses 98



15

1. Introducao Geral

Os agroecossistemas sdo sistemas simplificados em relagdo aos ecossistemas naturais,
apresentando instabilidade nas interagdes entre os niveis troficos, altera¢ao na estrutura bidtica e na
composicao das comunidades ecoldgicas (Hooper et al. 2005). Na agricultura ocorre uma grande
disponibilidade de alimento (produtores, como algoddo, milho e soja) diminuindo a competicdo e a
mortalidade dos insetos herbivoros (primeiro nivel trofico) e causando o aumento populacional desses
organismos (Andren et al. 1988). No entanto, os agentes de controle natural desses insetos nao
encontram as condicdes ideais dentro do sistema agricola para realizarem o controle dos herbivoros
e reduzir o seu nivel populacional (Thuler, 2008). Deste modo a populagdo de herbivoros excede
repetidamente o nivel toleravel das plantas, reduzindo sua produtividade (Azeredo et al. 2004),
necessitando que haja interven¢do humana para a redug¢do do nivel populacional, a fim de manter a
produtividade das culturas (Altieri, 1999; Prokopy e Kogan, 2009).

O controle de insetos praga na agricultura pode ser realizado por meio de uma variedade de taticas
de manejo, incluindo o controle biolodgico, controle quimico e plantas geneticamente modificadas
(Bottrell e Smith, 1982; Babu et al. 2003). O controle bioldgico ¢ realizado utilizando organismos
presentes no ambiente, como predadores, parasitoides, patdogenos (Baculovirus, Bacillus
thuringiensis e fungos) e nematoides entomoparasitas (Cardinale et al. 2003; Cory e Franklin, 2012;
Roderick et al. 2012). O controle quimico ¢ realizado por inseticidas piretréides, organofosforados,
carbamatos, neonicotindides e reguladores de crescimento (Yu, 2006; Casida, 2009). As plantas
geneticamente modificadas recebem genes de outros organismos (Zadoks e Waibel, 2000) e
abrangem constru¢des que incluem resisténcia a herbicidas, a insetos e a patogenos virais (Hails,
2000).

Entre as diversas taticas de regulagdo das populagdes de insetos-praga mencionadas, o controle
biologico apresenta diversas vantagens econdmicas e ambientais, pois reduz a perda de produtividade
sem causar prejuizos a qualidade do ambiente e & satide dos seres vivos (Ostman et al. 2003). Porém
existe baixa adesdo entre os produtores ao método bioldgico em relagdo ao controle quimico (Van
Lenteren, 2012), por diferentes razdes; a industria ndo considera o controle bioldgico como um
produto viavel para o comércio, por ser um produto efémero; o historico de uso de pesticidas pelos
agricultores; o baixo estimulo das instituigdes governamentais para incentivar o uso de alternativas
ao controle quimico e a grande quantidade de regulamentagdo sobre coleta e uso de agentes de
controle bioldgico, sdo fatores que dificultam o seu uso (Van Lenteren, 2012).

O controle quimico ¢ a principal forma de controle de pragas utilizada na agricultura; seu uso
crescente e intenso resultou em uma série de efeitos indesejaveis (Hladik et al. 2014), como a

resisténcia de insetos, poluicdo ambiental, surtos de pragas secundarias (Casida e Quistad, 1998;
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Devine e Furlong, 2007) e a saide humana como intoxicagdo de trabalhadores que manipulam estes
produtos, mortalidade por cancer na popula¢do infanto-juvenil com exposi¢do aos agrotoxicos e
contaminagao do leite materno (Londres, 2011; Curvo et al. 2013).

As plantas transgénicas tiveram rapida adog¢do na agricultura e horticultura (Zadoks e Waibel,
2000). As primeiras plantas transgénicas resistentes a insetos foram produzidas em 1987, quando
plantas de tabaco foram produzidas expressando genes da toxina Cry presente na bactéria Bacillus
thuringiensis (Bt) Berliner (Vaeck et al. 1987). Posteriormente foram desenvolvidas plantas
transgénicas com diferentes proteinas Cry e com novas proteinas inseticidas (Yu et al. 2011). Em
1995, houve a liberagdo comercial das cultivares transgénicas de milho Bt e algodao Bt nos EUA,
(James e Krattiger, 1996). No Brasil, em 2003, foi liberado o uso comercial da soja transgénica
Round-Up Ready, que confere resisténcia ao herbicida glifosato pela agdo da enzima EPSPS (5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase) (Monquero, 2005). No ano de 2008 foi liberado no Brasil o
milho transgénico MON 810 expressando a proteina Cryl Ab proveniente de B. thuringiensis
(Okumura et al. 2013; Waquil et al. 2014).

As culturas expressando proteinas inseticidas da bactéria B. thuringiensis atuam no controle dos
principais insetos-praga (Bravo et al. 2007). Existem dois grupos principais de proteinas Bt com
atividade inseticida (Gatehouse, 2008): (1) as proteinas produzidas na fase de esporulacao, que
compreendem as proteinas cristais (Cry) e citoliticas (Cyt), e (2) as proteinas inseticidas sintetizadas
durante a fase de crescimento vegetativo (Estruch et al. 1996), compreendendo as proteinas
inseticidas vegetativas (Vip) e inseticidas secretadas (Sip) (Donovan et al. 2006). O controle da praga
ocorre por meio da ingestao da proteina presente nas plantas Bt; o modo de a¢do varia de acordo com
cada familia de proteina (Schnepf et al. 1998; Lee et al. 2003). O modo de acdo das proteinas Cry e
Cyt ocorre pela ativagdo dos cristais por reagdes proteoliticas, os quais se ligam a receptores
especificos localizados na membrana celular do intestino médio do inseto, formando poros (Schnepf
et al. 1998; Bravo et al. 2007) e levando a lise celular e morte dos insetos (Palma et al. 2014). O modo
de acdo das proteinas Vip ¢ semelhante ao das proteinas Cry, embora ndo compartilhem os receptores
de ligacao no intestino médio (Estruch et al. 1996; Lee et al. 2003; Rang et al. 2005).

As culturas transgénicas resistentes a insetos apresentam beneficios ao ambiente e a saude
humana pela reducao no uso de inseticidas neurotoxicos, possibilitando um aumento na populagdo de
inimigos naturais (Betz et al. 2000; Shelton et al. 2002), ainda que existem evidéncias de que as
plantas transgénicas possam afetar negativamente a sobrevivéncia de inimigos naturais, como
abordado por Lovei e Arpaia (2005) e Harwood et al. (2005).

Os efeitos negativos aos inimigos naturais (parasitoides e predadores) podem ser diretos, via

exposi¢ao e alimentagao de residuos de plantas, folhas senescentes, polen, sementes, nectarios florais,



17

seiva do floema, ou indiretamente via exposi¢do ao hospedeiro ou presa sucessivel a planta
transgénica (Faria et al. 2006).

O polen € uma fonte de alimento para polinizadores e artropodes entomdfagos, rica em nutrientes,
possuindo altos proteinas e dleo, superiores a maioria dos tecidos vegetativo e algumas presas. A
maioria dos predadores e parasitoides consomem pdlen, contribuindo com seu desenvolvimento e
reproducao (Lundgren, 2009, Schuldiner-Harpaz e Coll, 2017). Podemos citar as familias:
Formicidae and Vespidae (subfamilias Eumeninae, Masarinae, Polistinae, Vespinae) (Hymenoptera),
Carabidae e Coccinellidae (Coleoptera), Chrysopidae ¢ Hemerobiidae (Neuroptera), Mantidae
(Mantodea), Anthocoridae, Nabidae e Reduvidae (Heteroptera), Syrphidae (Diptera), Forficulidae e
Anisolabididae (Dermaptera) (Lundgren, 2009). Incluir essa fonte de alimento em andlises troficas
tornam-se importantes, em especial nos agroecossistemas, que possuem relacdes simplificadas e
exposicao a presas e hospedeiros nutricionalmente inadequados, em relacdo aos sistemas naturais
(Kefi et al. 2012).

Parasitoides sao mais propensos aos efeitos das plantas transgénicas do que predadores, uma vez
que parasitoides exploram um pequeno niumero de espécies de hospedeiros e suas larvas normalmente
ndo sdo capazes de procurar um novo hospedeiro, caso o hospedeiro disponivel ndo seja adequado
(Bernal et al. 2004). Dessa forma, se o hospedeiro morrer antes do parasitoide completar o ciclo, este
também morre porque todos os recursos para o seu desenvolvimento derivam da alimentacao do
hospedeiro (Harvey e Strand 2002). Além dos efeitos negativos a fase larval, as plantas transgénicas
podem desenvolver efeitos sub-letais nos parasitoides, como adultos mais leves, menos aptos € com
baixa fecundidade (Bernal et al. 2004).

O amplo uso de plantas Bt tem favorecido o aumento de resisténcia dos insetos-alvo (Tabashnik
et al. 2003; Romeis et al. 2008) e provocado surtos de pragas secundarias que ocupam o nicho
previamente ocupado pelas espécies primarias que sao efetivamente controladas pelas proteinas
toxicas expressas em plantas Bt (Catarino et al. 2015). Assim, fica evidente a necessidade de se adotar
estratégias para a gestdo de resisténcia e protocolos de biosseguranga, bem como desenvolver
estratégias de conscientizacdo publica, para garantir a implanta¢do adequada das plantas transgénicas
(Kumar et al. 2008), respeitando as recomendagdes de uso, como a area reftigio (Frutos et al. 1999).
Além disso a durabilidade das culturas transgénicas pode ser assegurada utilizando as praticas de
Manejo Integrado de Pragas (MIP) (Ranjekar et al. 2003), uma vez que o MIP retarda o
desenvolvimento de resisténcia em insetos, prolongado a vida util das culturas transgénicas (Cannon,
2000; Kumar et al. 2008).

Atualmente as plantas transgénicas ocupam 185 milhdes de hectares no mundo (James, 2016),

principalmente nos Estados Unidos, Brasil, Argentina, Canada e India. O Brasil apresentou o maior
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crescimento da area plantada (4,9 milhdes de hectares) dessa tecnologia em 2016 e as principais
culturas sdo soja, milho e algodao (James, 2016). Dentre essas culturas o milho Bt ¢ a segunda cultura
transgénica mais cultivada no Brasil ocupando uma area de 5,7 milhdes de hectares (James, 2016).

O Estado do Mato Grosso se destaca na produgao de graos e ¢ o segundo maior produtor de milho
(Companhia Nacional de Abastecimento- CONAB, 2019). As plantas transgénicas viabilizaram o
controle das principais pragas responsaveis pela reducdo da produtividade dessa cultura, a lagarta-
do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera, Noctuidae) e a lagarta-da-
espiga, Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera, Noctuidae). No entanto, a resisténcia de S.
frugiperda foi observada para proteinas Cry no Brasil (Okumura et al. 2013; Omoto et al. 2016;
Blanco et al. 2016), nos Estados Unidos (Williams et al. 1998), em Porto Rico (Storer et al. 2012), e
no Paraguai (Gomez et al. 2017).

Além de selecionar linhagens resistentes de lepiddpteros praga, plantas transgénicas podem afetar
seus parasitoides e predadores, conforme mencionado anteriormente. Diversos parasitoides foram
registrados utilizando S. frugiperda como hospedeiro, como os himenodpteros, das familias
Trichogrammatidae, Scelionidaec e Braconidae parasitando ovos de S. frugiperda (Ashley, 1986;
Andrews, 1988; Molina-Ochoa et al. 2003). A lagarta-do-cartucho foram associados cerca de 14
géneros de Hymenoptera (Braconidae, Ichneumonidae, Eulophidae) principalmente os géneros
Chelonus, Cotesia, Eiphosoma e Campoletis (Ashley, 1986; Andrews, 1988; Molina-Ochoa et al.
2003) e 16 espécies de Diptera (Tachinidae e Sarcophagidae), em especial os géneros Winthemia,
Archytas e Sarcophaga (Andrews, 1988; Molina-Ochoa et al. 2003; Wyckhuys e O’Neil, 2006).
Campoletis sonorensis Cameron (Hymenoptera: Ichneumonidae) ¢ um parasitoide larval solitario e
generalista de lepidopteros que tem apresentado frequente parasitismo natural de S. frugiperda (Gross
e Pair, 1986; Valicente e Barreto, 1999; Hoballah et al. 2004; Wyckhuys e O’Neil, 2006).

Os dermapteros estao entre os principais predadores de S. frugiperda, principalmente os géneros
Doru (Isenhour, 1986; Reis et al. 1988; Hoballah et al. 2004; Wyckhuys e O’Neil, 2006), Euborellia
e Forficula (Wyckhuys e O’Neil, 2006). Euborellia annulipes (Lucas) (Dermaptera: Anisolabididae)
tem habitos generalistas e ampla distribuicdo geografica, além de potencial de controle de S.
frugiperda (Silva et al. 2010; Silva, 2015).

Os inimigos naturais além de atuarem como agentes naturais de mortalidade das pragas, também
podem contribuir para retardar a evolugdo da resisténcia de S. frugiperda as plantas Bt (Bates et al.
2005). Neste contexto, investigar os efeitos de plantas Bt sobre esses organismos ¢ de suma
importancia, ndo s6 para contribuir com praticas de manejo da cultura mais sustentaveis, como
também para prolongar o uso da tecnologia, retardando o mecanismo da resisténcia. Logo, neste

trabalho buscou-se verificar o efeito de trés hibridos de milho Bt sobre as relagdes troficas em campo
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e em laboratério sobre a sobrevivéncia, desenvolvimento e reproducdo de S. frugiperda, do

parasitoide C. sonorensis, e do predador E. annulipes.
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Capitulo 1: Relagoes tri-tréficas envolvendo lepidopteros pragas, parasitoides e predadores

em milho transgénico

Resumo
Nosso objetivo foi verificar os efeitos de trés hibridos de milho Bt (YieldGard -proteina Cryl Ab,
YieldGard VTPRO -proteinas CrylA.105 + Cry2Ab2 e Viptera -proteina Vip3Aa20) sobre as
lagartas e inimigos naturais em comparagao ao hibrido nao transgénico BM207, durante a segunda
safra de milho de 2016 e 2017, em Nortelandia-MT. Foi utilizado um delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticdes para cada tratamento. O levantamento de lagartas e inimigos
naturais foi realizado por meio de inspecao visual de 20 plantas por parcela, duas vezes por semana,
durante todo ciclo da cultura. A populacao de Spodoptera frugiperda presente na regido de Mato
Grosso € tolerante aos hibridos YieldGard e YieldGard VTPRO, mas € suscetivel ao hibrido Viptera.
Contudo, houve a ocorréncia de trés espécies de Leucania e trés espécies de Elaphria (Lepidoptera:
Noctuidae) no hibrido Viptera, sendo esta a primeira citacao desses géneros em milho Bt no Brasil.
As populagdes de parasitoides e tesourinhas predadoras foram afetadas negativamente pelos hibridos
YieldGard VTPRO e Viptera em relagdo ao hibrido YieldGard e ndo-transgénico. Os principais
parasitoides himendpteros de S. frugiperda foram Eiphosoma laphygmae (Ichneumonidae) e
Dolichozele sp. (Braconidae) e em relacdo aos dipteros, Archytas incertus (Tachinidae) foi a mais
abundante. Lagartas de Leucania estavam parasitadas por seis espécies de Braconidae e duas espécies
de Tachinidae. Conclui-se que o hibrido Viptera controlou S. frugiperda, no entanto afetou de forma
negativa os niveis troficos superiores (predadores e parasitoides) e a comunidade de lepidopteros,
com a ocorréncia de Leucania e Elaphria, dentro do agroecossistema.
Palavras-chave: Cry, VIP, predador, parasitoide, lepidoptero.
Tri-trophic relationships involving lepidopteran pests, parasitoids and predators in transgenic
maize

Abstract
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Our objective was to investigate the effects of three of Bt maize hybrids (YieldGard-Cryl Ab protein,
YieldGard VTPRO -proteins Cryl A.105 + Cry2Ab2, Viptera -Vip3Aa20 protein) on lepidopterous
larvae and natural enemies compared to the non-transgenic hybrid BM207, during the maize second
crop of 2016 and 2017, in Norteldndia-MT, Brazil. A completely randomized design with four
replicates was used for each treatment. The survey of caterpillars and natural enemies was carried out
by visual inspection of 20 plants per plot twice a week, throughout the crop cycle. The Mato Grosso
population of Spodoptera frugiperda is tolerant to YieldGard and YieldGard VTPRO hybrids but is
susceptible to Viptera Bt hybrid. However, three species of Leucania and three species of Elaphria
(Lepidoptera: Noctuidae) were collected in the hybrid Viptera, being the first citation of these genera
in Bt maize in Brazil. Predator and parasitoid populations were negatively affected by the YieldGard
VTPRO and Viptera hybrids in relation to the YieldGard and non-transgenic cultivars. The main
hymenopteran parasitoids of S. frugiperda were Eiphosoma laphygmae (Ichneumonidae) and
Dolichozele sp. (Braconidae) and the most abundant Diptera was Archytas incertus Tachinidae).
Leucania caterpillars were parasitized by six species of Braconidae and two species of Tachinidae.
No parasitism was detected on Elaphria larvae. It is concluded that the Viptera hybrid provides a high
level of control of S. frugiperda, however it negatively affected the upper trophic levels (predators
and parasitoids), as well as being susceptible to the attack by different species of Leucania and

Elaphria.

Key-words: Cry, VIP, predator, parasitoid, lepidopterous.

1. Introducio
A cultura do milho ¢ atacada por diversos insetos, alguns sdo considerados de importancia
econdmica. As principais pragas pertencem a ordem Lepidoptera, especialmente a lagarta-do-
cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) e a lagarta-da-espiga,

Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae). Dentre as pragas secundarias, destacam-se a
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lagarta-elasmo, Elasmopalpus lignosellus (Zeller) Lepidoptera: Pyralidade), a broca da cana-de-
acucar, Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) e o curuqueré-dos-capinzais,
Mocis latipes (Guenée) (Lepidoptera: Noctuidae) (Gassen, 1994; Cruz e Bianco, 2001).

Com a introducao de plantas geneticamente modificadas resistente a insetos, expressando
proteinas de Bacillus thuringiensis, surgiu uma nova perspectiva para o manejo de pragas (De Maagd
2015). A partir da liberacdo da batata-Bt (NewLeaf™) em 1995 (De Maagd et al. 1999), diversas
culturas, como beterraba, milho, soja, algoddo, arroz, feijdo, foram desenvolvidas expressando
diferentes conjuntos de proteinas de B. thuringiensis, para controlar as pragas alvo de cada cultura
(Rabinovitch et al. 2017; Bravo et al. 2017).

O uso de plantas Bt no agroecossistema trouxe beneficios aos insetos ndo-alvo. Dentre os
beneficios destacam-se a reducdo do uso de inseticidas para o controle das pragas-alvo, mantendo os
agroecossistemas saudaveis e funcionais (Poppy e Sutherland, 2004; Tilman et al., 2001; Catarino et
al. 2015). Contribuindo para a manutencao dos inimigos naturais nos agroecossistemas (Betz et al.,
2000). Contudo, segundo Glare e O’Callaghan (2000), deve-se dar atengdo aos efeitos subletais na
biologia e comportamento dos inimigos naturais que consomem artropodes que se alimentam de
plantas Bt, uma vez que os resultados sobre seus efeitos a predadores e parasitoides sdo conflitantes
(Pilcher et al.1997; Al-Deeb et al. 2001; Zwahlen et al. 2003; Bortoli et al. 2017).

No Brasil, o cultivo consecutivo do milho em duas safras (primeira e segunda) favorece o
desenvolvimento de multiplas e sobrepostas de geragdes de S. frugiperda (Omoto et al. 2016). Esse
fator contribui para a exposicao dessa praga a uma maior pressao de sele¢ao pelas plantas Bt (Farias
et al. 2014a; Bernardi et al. 2015a; Omoto et al. 2016), acarretando na selecdo de individuos
resistentes, capazes de passar essa caracteristica aos seus descendentes, aumentando o numero de
individuos resistentes na populacdo ao longo do tempo (Martinelli et al. 2017). Ha registro de
populagdes resistentes de S. frugiperda a proteina Bt CrylF em Porto Rico e no Brasil (Storer et al.

2010; Farias et al. 2014a).
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Além disso, existem insetos que sdo naturalmente tolerantes as toxinas expressas nas plantas
Bt, e podem tornar-se pragas primdrias ¢ causarem danos significativos a cultura (Sharma e Ortiz,
2000; Catarino et al. 2015). Dentre os fatores que podem desencadear um surto de pragas secundarias,
destaca-se: a diminui¢cdo de espécies que competem pelo mesmo nicho ecoldgico, redugdo de
populacdes de inimigos naturais e reducao de aplicagdes de inseticidas de amplo espectro (Catarino
et al. 2015).

Dessa forma, nosso objetivo foi verificar os efeitos de trés hibridos de milho Bt sobre a
composicao da fauna de lagartas e inimigos naturais, em comparac¢do ao hibrido ndo transgénico

durante segunda safra de milho de 2016 e 2017.

2. Material e Métodos

2.1. Experimentos de campo

Os levantamentos foram realizados no Municipio de Nortelandia (MT) (56°49°44.741”W e
14°9°6.923”S) na segunda safra de 2016 e 2017. Foi utilizado um delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticdes por tratamento. Cada repeticao foi representada por uma parcela
de 20 linhas com 20 m de comprimento e espagamento de 0,50 m entre linhas. O experimento constou
dos hibridos de milho transgénico 30K75Y YieldGard (proteina CrylAb), BM780Pro YieldGard
VTPRO (proteina CrylA.105 + Cry2Ab2), Viptera (proteina Vip3Aa20) e um hibrido ndo
transgénico BM207 (controle). Nao foi realizado nenhum tipo de controle de insetos nas parcelas
durante do desenvolvimento da cultura. O levantamento de lagartas e inimigos naturais foi realizado
por meio de inspe¢do visual de 20 plantas por parcela, duas vezes por semana, durante todo ciclo da

cultura.
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2.2. Coleta de lagartas e inimigos naturais
As lagartas coletadas foram levadas ao laboratorio, individualizadas em potes plasticos (100 ml)
contendo dieta artificial (Greene et al. 1982), até a emergéncia dos adultos ou dos parasitoides. Os
predadores da ordem Dermaptera coletados foram individualizados em potes plasticos de 100ml,
contendo papel absorvente umedecido com 4gua e dieta artificial (Lemos 1997). Os adultos obtidos
foram enviados a especialistas para identificacdo. Todos os insetos coletados foram mantidos em

sala climatizada a 26+2°C, fotoperiodo de 14:10 h e umidade relativa de 70% + 10%.

2.3. Analise estatistica
Os hibridos transgénicos foram comparados ao hibrido nao-transgénico para os parametros:
quantidade de lagartas, parasitoides e predadores em cada safra, por meio de analise de variancia e
do teste de Scott-Knott a 5% no Sistema Estatistico R.

3. Resultados

3.1. Lagartas
Spodoptera frugiperda foi a espécie predominante (97%) nos dois anos, e sua abundancia nao
diferiu no hibrido YieldGard (expressando Cryl Ab) em relagdo ao hibrido nao-transgénico (Tabela
01 e Figura 01). No entanto, o hibrido transgénico YieldGard VTPRO, expressando CrylA.105+
Cry2Ab2, apresentou numero significativamente menor de lagartas, mas nao impediu a ocorréncia de
S. frugiperda. J4 o hibrido Viptera (expressando Vip3Aa20), foi resistente ao ataque da lagarta-do-

cartucho nas duas safras avaliadas (Figura 01).
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Tabela 1. Numero total de lagartas coletadas nos hibridos de milho em Nortelandia, Mato Grosso-

Brasil.
Safras/ Tratamentos
Espécies %.: —(% § 8 ié E § 8 g Total
s 3 3E s 3 32 £
S L °C ¥ x> 7
Spodoptera frugiperda 130 6 181 1 4608
Leucania spp. 1 0 0 0 0 0 24
Leucania senensis 2 0 0 0 0 0 44
Leucania rawlinsi 0 0 0 0 0 0 8
Leucania (total) 3 0 0 0 0 0 -
Helicoverpa spp. 0 0 5 5 5 0 16
Elaphria agrotina 0 0 1 2 0 2 5
Elaphria nucicolora 0 0 1 0 1 4 6
Elaphria devara 0 0 1 0 0 4 5
Elaphria (total) 0 0 3 2 1 10 16
Outras espécies de lagartas 2 1 7 5 0 0 23

Total

187 11 4739

12.51

10.0 1

=
h
1

Média lagartas
s

2.579

0.01

2016

Tratamento

. Controle

B vicldGard

YieldGard
VTPRO

Viptera

Figura 1. Média de lagartas de Spodoptera frugiperda por coleta (barra = erro padrdo) em

Nortelandia-MT, na segunda safra de milho em 2016 e 2017. (Letras minusculas comparagdes entre
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os tratamentos em 2016 e as letras maitusculas comparacdes entre os tratamentos em 2017, segundo
analise de ScottKnott 0,05% de probabilidade).

A ocorréncia de Helicoverpa zea nao foi significante na area experimental, tanto no hibrido
convencional quanto no hibrido transgénico, nas duas safras (Tabela 01). No entanto foram coletadas
outras espécies de lepidopteros que apresentaram niveis expressivos de ocorréncia; em 2016 foram
coletadas trés espécies de Leucania, as quais em conjunto, foram trés vezes mais abundantes que S.
frugiperda no hibrido Viptera. (Tabela 01 e Figura 02). Em 2017 ndo foram coletadas lagartas de
Leucania spp., porém trés espécies de Elaphria foram mais representativas no hibrido Viptera em
relacdo a S. frugiperda, porém ndo houve diferenca estatistica entre os hibridos Bt e o hibrido nao-

transgénico (Tabela 01 e Figura 02).

0.8
a
0.6 1
Tratamento
e . Viptera
8 041 . Controle
= B vicldGard
YieldGard
VTPRO
0.2 1
b
0.0 1 —
Elaphria spp. Leucania spp.
Espécies

Figura 2. Média de Elaphria spp. e Leucania spp. por coleta (barra + erro padrao) em Nortelandia-
MT, na segunda safra de milho em 2016 e 2017. (Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre
os hibridos para Leucania spp., € para Elaphria spp. ndo houve significancia, ScottKnott 0,05% de

probabilidade).
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Em 2016 foram coletadas 24 posturas de S. frugiperda sendo 10 no hibrido controle, 10 no
YieldGard VTPRO, trés no hibrido Viptera e uma no hibrido YieldGard, ja em 2017 foram coletadas
apenas quatro posturas no hibrido YieldGard e uma no hibrido ndo-transgénico. Nao foi registrada a

emergéncia de parasitoides dessas posturas.

3.2. Parasitoides larvais

Das lagartas de S. frugiperda coletadas, emergiram 12 espécies de parasitoides, sendo oito
espécies de Hymenoptera e quatro espécies de Diptera, nas duas safras (Tabela 02). Os parasitoides
de S. frugiperda mais abundantes, dentre os himenodpteros foram, Eiphosoma laphygmae
(Ichneumonidae) e Dolichozele sp. (Braconidae) e, em relagao aos tachinideos, foi Archytas incertus.

Nao houve diferenga estatistica entre a quantidade de parasitoides do hibrido nao-transgénico e
no YieldGard (Tabela 02), nas duas safras. A menor quantidade de lagartas de S. frugiperda
parasitadas ocorreu nos hibridos YieldGard VTPRO nos dois anos de pesquisa (Figura 03). No
hibrido Viptera a ocorréncia de lagarta-do-cartucho foi baixa e ndo houve incidéncia de parasitoides
larvais. No entanto, neste hibrido, foram coletadas em 2016 seis espécies de parasitoides da Familia
Braconidae e duas de Tachinidae em duas espécies de Leucania, resultando em 64,7% de lagartas
parasitadas no hibrido Viptera. Nas lagartas de Elaphria coletadas, ndo se registou emergéncia de

parasitoides.
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Tabela 2. Numero total de parasitoides coletados em lagartas de Spodoptera frugiperda e Leucania

spp. nos hibridos de milho em Nortelandia, Mato Grosso-Brasil.

Safras/ Tratamentos

2016 2017
<
Parasitoides Lé E ;% 8 g Lé‘ E E 2 g E
= = = o, = = S 2
S = z2E = S 2 25 F
>~ >~ > >
Spodoptera frugiperda
Hymenoptera
Cotesia sp. 5 6 5 0 3 2 2 0 23
Eiphosoma 25 21 22 1 1 13 0 0 8
laphygmae
Chelonus sp. 2 11 5 0 0 3 0 0 21
Houghia sp. 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Exasticolus sp. 10 12 9 0 2 4 0 0 37
Dolichozele sp. 7 5 8 1 13 10 5 0 49
SCO‘;”;IF’;;’;S 0 0 0 0 10 4 0 0 14
Ophion flavidus 1 0 0 0 0 0 0 1
Diptera
Archytas incertus 9 19 2 0 6 6 0 0 42
Winthenia 1 3 1 0 2 2 1 0 10
i B S S S S SR BRI
Houghia sp. 1 0 0 0 0 0 0 1
Leucania spp.
Hymenoptera
Exasticolus sp. 0 0 0 3 0 0 0 0 3
Dolicozeles sp. 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Diolcogaster sp. 2 0 0 1 0 0 0 0 3
SGpl.ypz‘apanteles 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Aleiodes
conformis 3 3 0 0 0 6
Coccygidium sp. 0 1 0 0 0 1
Diptera
Archytas cirphis 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Eucelatoria sp. 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Total 69 77 52 13 37 44 8 0 300
Scott-Knoft 0,6+0,1 0,7+0,1 0,5+0,1 0,2£0,06 0,4+0,06 0,4+0,1 0,1+0,02 00
a a a b A A B B

(Média de parasitoide por coleta + erro padrao. Média seguidas pela mesma letra dentro de cada
safra ndo diferem estatisticamente segundo teste de ScottKnott a 5%).



29

1.00 1
= a
°
075
2 Tratamento
w
£ B vicuGan
.@ 0.501 Controle
s YieldGard
8, VTPRO
[P Viptera
S
8
=)
O
=

0.00 1

2016 2017
Safras

Figura 3. Média de lagartas de Spodoptera frugiperda parasitadas em cada coleta (barra + erro
padrdo), na segunda safra de milho de 2016 e 2017 em Nortelandia-MT. (Letras minusculas
comparagoes entre os tratamentos em 2016 e as letras maiusculas comparagdes entre os tratamentos

em 2017, segundo andlise de ScottKnott 0,05% de probabilidade).

3.3. Predadores
Foram coletadas duas espécies de dermapteros; Doru sp. € Euborellia annulipes, sendo que 93%
dos predadores coletados pertenciam a segunda (Tabela 03) e sua presenca foi maior em 2016 em
relacdo a 2017. Euborellia annulipes foi afetada negativamente pelos hibridos Viptera YieldGard

VTPRO em comparagdo ao hibrido Bt YieldGard e o hibrido nao-transgénico (Figura 04).
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Tabela 3. Numero de predadores dermépteros coletados nos hibridos em Nortelandia, Mato Grosso-

Brasil. (Média de tesourinha por coleta = erro padrao. Média seguidas pela mesma letra dentro de

cada safra ndo diferem estatisticamente segundo teste de ScottKnott a 5%).

Safra Espécies Doru sp. Eubor?llza Total
annulipes
Controle 0 94 94 (0,81+0,14 a)
YieldGard 5 92 97 (0,84+0,14 a)
2016 YieldGard
VTPRO 0 40 40 (0,34+0,07 b)
Viptera 0 16 16 (0,14+0,05 b)
Controle 3 28 31(0,26+£0,07 A)
YieldGard 4 20 24 (0,2140,05 A)
2017  YieldGard
VTPRO 0 4 4 (0,03+0,02 B)
Viptera 1 11 12 (0,10+0,06 B)
Total 13 305 318
1.004
a a
0.75 1
% Tratamento
'c_? . Controle
S 0.50 B vicidGard
R . YieldGard
S A VTPRO
p= A Viptera

0.251

0.00 1

2016

Safras

2017

Figura 4. Ocorréncia do predador Euborellia annulipes, em hibrido de milho Bt e ndo-Bt na segunda

safra de 2016 e 2017 em Nortelandia, Mato Grosso-Brasil. (Média seguidas pela mesma letra dentro

de cada safra nao diferem estatisticamente segundo teste de ScottKnott a 5%).
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4. Discussiao

Os hibridos YieldGard e YieldGard VTPRO, que expressam as proteinas Cryl Ab e Cryl A.105+
Cry2Ab2 respectivamente, ndo impediram o ataque da lagarta-do-cartucho, S. frugiperda, como
anteriormente verificado no Brasil para a proteina CrylAb (Omoto et al. 2016) e CrylA.105+
Cry2Ab2 (Fatoretto et al. 2017; Bernardi et al. 2015a). No pais, ja existem populacdes de S.
frugiperda resistentes ao milho Bt expressando a proteina CrylF, presente no primeiro hibrido de
milho liberado comercialmente (Farias et al. 2014a; 2014b; Burtet et al. 2017). A resisténcia da
lagarta-do-cartucho as plantas Bt emergiu em outros paises, como Porto Rico (Storer et al. 2012),
Paraguai (Gémez et al. 2017), Argentina (Blanco et al. 2016). Segundo Blanco et al. (2016), S.
frugiperda € a praga mais importante e o maior problema no milho transgénico e ndo-transgénico na
América Latina, demostrando a importancia de se realizar o monitoramento frequente na cultura.

O hibrido Viptera, que expressa Vip3Aa20, mostrou-se altamente eficiente no controle de S.
frugiperda, corroborando com os resultados observados por Bergamasco et al. (2012), Bernardi et al.
(2014) e Burtet et al. (2017). Contudo Bernardi et al. (2015b) verificaram a presenca de alelos
resistentes, na populagao de S. frugiperda da Bahia em relacao as populagdes de Goias, Mato Grosso
Minas Gerais e Parana, mas a frequéncia dos alelos da resisténcia ¢ baixa, o que nao reflete no risco
imediato de resisténcia. Porém ¢ importante realizar praticas no manejo de pragas em culturas
transgénicas, como proposto por Romeis et al. (2006) e Campbell et al. (2018), para retardar a
evolucao de populacdes resistentes.

Dentre as demais espécies de noctuideos, foram coletadas trés espécies de Leucania e trés de
Elaphria, ambas no hibrido Viptera. Este € o primeiro registro da ocorréncia desses géneros em milho
Bt no Brasil, em especial no hibrido Viptera, o qual ¢ tolerante ao ataque de S. frugiperda. Elaphria
e Leucania apresentam ampla distribui¢do pela América, e fazem parte de um conjunto de géneros
de noctuideos conhecidos por usarem monocotiledoneas como plantas hospedeiras (Swezey 1947;

Adams 2001). Podem estar associadas a Poaceae de interesse econdmico, como milho, arroz, sorgo,
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cana-de-agucar e trigo (Habeck et al. 1965; Heppner 2003; Janzen & Hallwachs 2009; Wagner et al.
2011; Specht et al. 2014). No entanto, esses géneros nao sdo considerados pragas principais dessas
culturas.

A ocorréncia de espécies nao-alvo como Leucania e Elaphria, pode ser favorecida pela auséncia
de S. frugiperda, visto que encontram um agroecossistema com competicdo reduzida e abundante
disponibilidade de alimento, favorecendo o aumento populacional, que ao longo do tempo pode
acarretar prejuizos econdmicos para a cultura (Wolfenbarger e Phifer 2000; Bernal et al. 2004;
Catarino et al. 2015). Outros fatores podem favorecer o aumento populacional de insetos ndo-alvo
devido a redugd@o no uso de inseticidas de amplo espectro e de inimigos naturais nas areas com plantas
Bt (Catarino et al. 2015). Lu et al. (2010) na China, relatam o aumento de mirideos devido ao aumento
da area de algodao Bt e reducdo na aplicag@o de inseticidas para o controle de Helicoverpa armigera
(Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae), aplicagdes estas que contribuiam para o controle do percevejo
sugador.

Nos hibridos Viptera e YieldGard VTPRO houve menor presenga de parasitoides em relagao ao
hibrido transgénico YieldGard e o hibrido nao-transgénico, devido a menor disponibilidade de
hospedeiros nesses hibridos Bt. A auséncia do hospedeiro no campo € o primeiro efeito negativo
causado por plantas Bt refletindo na sobrevivéncia e diversidade dos inimigos naturais em campo
(Groot e Dicke 2002; Jacobsen et al. 2013). Resultados de Schuler et al. (2001), em simuladores de
campo, mostraram que colza (Brassica napus, L.) transgénica Bt (expressando CrylAc) nado afetou
as interagdes entre Myzus persicae (Sulzer) e seu parasitoide Diaeretiella rapae (McIntosh). Bourguet
et al. (2002) encontraram niveis mais baixos de parasitismo em Ostrinia nubilalis (Hiibner) por
parasitoides taquinideos (Lydella thompsoni (Herting) e Pseudoperichaeta nigrolineata (Walker)) em
milho Bt (Cryl Ab) comparado com milho ndo-Bt. No entanto Orr e Landis (1997) ndo observaram
efeitos negativos de milho Bt (Cryl Ab) no parasitismo de larvas de Ostrinia nubilalis (Hiibner) por

Eriborus terebrans (Gravenhorst) e Macrocentrus grandii (Goidanich).
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De acordo com Chen et al. (2008) os predadores geralmente se alimentam de diferentes espécies
de artropodes durante sua vida, e assim podem escolher presas nutricionalmente melhores ou buscar
outras fontes de alimento, quando as presas forem escassas. Portanto o risco dos predadores serem
afetados pelas plantas Bt ¢ menor em comparacao aos parasitoides, que se desenvolvem em um unico
hospedeiro (Han et al. 2016). Nesse sentido os predadores E. annulipes ndo foram afetados pelos
hibridos YieldGard e YieldGard VTPRO, devido a disponibilidade de S. frugiperda nesses hibridos
no campo, mas foram afetados pela falta de presas no hibrido Viptera. Frizzas et al. (2014) e Silva et
al (2018) também ndo observaram efeitos negativos do milho Bt expressando a proteina Cryl Ab
sobre Doru luteipes (Scudder) (Dermaptera: Forficulidae) no Brasil. Zhou et al. (2016), ndo
observaram diferenga na sazonalidade do predador Micraspis discolor (Fabricius) em arroz
expressando Cryl Ab + Cryl Ac e o arroz ndo Bt.

Embora efeitos negativos das plantas Bt sobre os inimigos naturais sejam constatados em areas
Bt, ainda assim estas apresentam melhores condigdes para sobrevivéncia e manutengdo dos inimigos
naturais em relagdo as areas agricolas com aplicagao de inseticidas (Naranjo 2005; Romeis et al. 2006;
Wolfenbarger et al. 2008).

Além disso, os riscos da evolugdo de insetos resistentes e a ocorréncia de surtos de pragas
secundarias tornam-se menos provaveis, quando as plantas Bt sdo utilizadas dentro do contexto de
Manejo Integrado de Pragas (Romeis et al. 2006; Kos et al. 2009; Catarino et al. 2015; Capalbo et al.
2017) evidenciando que o monitoramento ¢ a principal forma para detectar esses riscos, antes que se

tornem irreversiveis.
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Capitulo 2: Effect of three insect-resistant transgenic maize introductions on the development

and reproduction of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)

Abstract

We evaluated in laboratory the efficiency of the commercial transgenic maize hybrids YieldGard
(CrylAb), YieldGard VTPRO (CrylA.105+ Cry2Ab2) and Viptera (Vip3Aa20), and a non-
transgenic hybrid BM207 (control), for the control of the fall armyworm Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). Larval and pupal development time and survival were evaluated,
as well as adult longevity, fecundity and egg viability. The data were submitted to analysis of survival,
analysis of generalized linear models and Tukey’s test for the variable pupal weight using the software
R. The hybrid Vip3Aa20 caused 100% mortality of S. frugiperda, before larvae completed the first
instar; however, they survived when feeding on the YieldGard hybrid expressing Cryl Ab protein and
the pyramidal hybrid (Cry1A.105 + Cry2 Ab2). Both these hybrids affected the larval and pupal period
and larval and pupal weight. Fecundity was statistically lower in females emerged from larvae reared
on the transgenic hybrids in relation to the control, but there was no difference in egg viability among
treatments. The ingestion of the transgenic cultivars inflicted costs to the development and

reproduction of S. frugiperda, indicating the tendency of this population to adapt to this technology.

Key-Words: survival, Bt maize, Vip, Cry, tolerance, fall armyworm

Efeito de trés hibridos de milho transgénico resistentes a insetos no desenvolvimento e

reproducao de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)

Resumo

Avaliou-se a eficiéncia dos hibridos comerciais de milho transgénico YieldGard (CrylAb),
YieldGard VTPRO (Cryl A.105 + Cry2Ab2) e Viptera (Vip3Aa20), e um hibrido ndo transgénico
BM207 (controle), em laboratorio, para o controle de Spodoptera frugiperda (JE Smith)

(Lepidoptera: Noctuidae). Foram avaliados os parametros biologicos: o tempo de desenvolvimento e
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a sobrevivéncia das larvas e das pupas, bem como a longevidade, a fecundidade e a viabilidade dos
ovos em adultos. Os dados foram submetidos a analise de sobrevivéncia, analise de modelos lineares
generalizados e para a variavel peso de pupas foi utilizado teste de Tukey no software R. O hibrido
Vip3Aa20 causou 100% de mortalidade de S. frugiperda, antes das larvas completarem o primeiro
instar. No entanto, eles sobreviveram quando se alimentaram da proteina Cryl Ab de expressa no
hibrido YieldGard e no hibrido piramidado (CrylA.105 + Cry2Ab2). Ambos os hibridos afetaram o
periodo larval e pupal e o peso larval e pupal. A fecundidade foi estatisticamente menor nas fémeas
povenientes dos hibridos transgénicos em rela¢do ao controle, mas ndo houve diferenca na viabilidade
dos ovos entre os tratamentos. A ingestdo dos cultivares transgénicos acarretou custos para o
desenvolvimento e reproducdo de S. frugiperda, indicando a tendéncia desta populagdo em se adaptar

a essa tecnologia.

Palavras-chave: sobrevivéncia, milho Bt, Vip, Cry, tolerancia, lagarta-do-cartucho

1. Introduction

The fall armyworm Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), is a
polyphagous species, feeding on more than 80 plant species such as cotton, maize and soybean
(Pogue, 2002; Barros et al., 2010). In Brazil, yield reductions in maize due to the damage caused by
the armyworm range from 34% to 52% (Valicente, 2015). To maintain maize production profitable,
integrated pest management techniques are required in order to keep S. frugiperda below the
economic damage level (Valicente, 2015).

The control of S. frugiperda is carried out mainly by chemical neurotoxic insecticides and
growth regulators (Yu, 2006; Casida, 2009; Silva et al., 2017). However, the increasing and intensive
use of insecticides for pest control in agriculture has resulted in several undesirable effects to the
environment (Papadakis ef al., 2015) and human health (Kesavachandran ez al., 2009). In agriculture,

the indiscriminate use of chemical insecticides has caused insect resistance (Aktar et al, 2009),
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reduction in predator and parasitoid numbers (Roubos ef al., 2014) and outbreaks of secondary pests
(Casida & Quistad, 1998; Devine & Furlong, 2007; Roubos et al., 2014)

The development of genetically modified plants expressing toxic proteins of B. thuringiensis
(Bt plants), enabled a new tactic for the management of S. frugiperda (Okumura et al., 2013; Waquil
etal., 2013; Omoto et al.,2016). In 1996, the first varieties of plants expressing the toxic Cry proteins
were commercialized (Shelton et al., 2002). In Brazil, the commercial use of transgenic plants was
released in 2008 (Waquil et al., 2013), which resulted in a reduction in insecticide use and an increase
in the population of natural enemies. Worldwide, in 2016 transgenic crops occupied 185 million
hectares (James, 2016), the United States, Brazil, Argentina, Canada and India as the main countries
deploying this technology. Brazil has experienced the highest growth rate in the use of genetically
modified plants since its introduction in 2008, reaching 4.9 million hectares planted in 2016 (James,
2016). In Brazil, transgenic maize occupies the second position in cultivated area after soybeans, and
the largest part of this area is in the State of Mato Grosso (National Company of Supply, CONAB,
2007).

Extensive use of transgenic plants however has brought precocious undesirable effects
(Tabashnik et al., 2003; O'Callaghan, 2005; Catarino et al., 2015) which should be investigated and
addressed in order to preserve the benefits provided by this technology.

Andow (2008) discussed the risks of insect resistance to transgenic crops and the urgent need
for resistance management strategies to avoid the precocious appearance of insect strains resistant to
Bt technology. Farias et al. (2014b) reported the survival of larvae and emergence of normal adults
of S. frugiperda reared on leaves of CrylF Bt protein, a hybrid previously described as highly toxic
to this species. Blanco et al. (2016) stated that of 31 pest species (27 Lepidoptera and four Coleoptera)
controlled by Bt toxic genes in annual crops in Latin America, only S. frugiperda has shown tolerance
to cultivars that express only one Bt protein.

We evaluated the effects of three transgenic maize hybrids, two expressing a single Bt protein,

YieldGard (CrylAb) and Viptera (Vip3Aa20) and one expressing two Bt proteins, YieldGard
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VTPRO (Cryl A.105+ Cry2Ab2) on the biology of S. frugiperda to investigate if these cultivars affect
its development and reproduction. The results were compared to those obtained from larvae feeding

on a non-transgenic maize cultivar (BM207).

2. Material and Methods

2.1. Insect and plant cultures
Field-collected larvae were reared in the laboratory on artificial diet according to the
methodology described by Kasten Junior ez al. (1978) in a climatized room at 26 + 2 ° C, 70+ 10%
relative humidity and photoperiod of 14:10 h (L: D).

The tests were carried out with newly hatched larvae of S. frugiperda from the third generation
kept in the laboratory. The colony started with larvae collected in the second (autumn) maize crop in
2016 in the municipality of Nortelandia, Mato Grosso (56° 49'44.741 "W and 14° 9'6.923" S), Brazil.
This population of S. frugiperda had been in contact with the protein Cryl A.105 + Cry2Ab2 for two
years and previously with the protein Cryl Ab; however, the Vip3Aa20 protein had not been used in
the area, so that larvae had not been previously associated with it.

The commercial transgenic varieties 30K75Y YieldGard expressing the CrylAb protein,
BM780Pro YieldGard VTPRO expressing CrylA.105 and Cry2Ab2 and Viptera expressing the
Vip3Aa20 protein, and the non-transgenic variety BM207 (control), were weekly planted to ensure

fresh leaves to the larvae throughout the experiment.

2.2. Influence of the maize hybrids on S. frugiperda
A total of 248 newly-hatched larvae were kept individually in 100ml plastic pots and fed with
maize leaves of each hybrid. We used 55, 61, 72 and 60 randomly assigned newly hatched larvae to
the control, YieldGard, YieldGard VTPRO and Viptera treatments, respectively. Fresh leaves,
between V4 and V6 stages (Ritchie et al., 1993), were replaced daily and larval survival was assessed
every 12 hours. The experiment was conducted under the same environmental conditions described

for colony maintenance.
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The pupae were sexed, weighed 24 hours after pupation and kept individually in 100ml plastic
pots lined with moistened filter paper at the bottom. After adult emergence, 20 pairs were formed for
control, YieldGard and YieldGard VTPRO treatments. No larva survived when fed on the Viptera
hybrid, thus preventing the formation of pairs. Each pair was maintained in PVC cages 20 cm
diameter x 25 cm height lined on the wall with sulphite paper; the top was capped with TNT-like
fabric and at the bottom a tray coated with filter paper. Adults were fed with 10% honey diluted in
water, provided in a cotton ball soaked in the solution. The longevity of the adults, fecundity of

females and egg viability were evaluated.

2.3. Statistical analysis

The statistical evaluations consisted in estimating how much the expression of the proteins of
B. thuringiensis in the maize hybrids affected the survival, development and weight of S. frugiperda.
All analyzes were performed in the R-Statistical System (R Development Core Team, 2015); survival
analysis was performed using the survival packages of Therneau (2014) and MuMIn (Barton, 2014)
under Weibull’s distribution to estimate the mean time to death. From the results of the survival
analysis, we estimated the development of individuals who survived the expression of proteins in
hybrids in the larval phase. The results of pupal weight were normally distributed and were analyzed
through analysis of variance and Tukey’s test using the ExpDes package (Ferreira et al., 2013). The
other parameters of development were analyzed by the generalized linear model (GLM) with Poisson

distribution and model simplification.

3. Results
Larval mortality of S. frugiperda fed with the hybrid Viptera reached 100% in the first instar
(X?= 286.79, df = 3, p <0.05) (Figure 1, Table 1). Both larval (35%) and pupal (30%) stages were
prolonged in the YieldGard VTPRO hybrid compared to the non-transgenic hybrid (Table 1) (F2.117=
25.46, p <0.05). The larval stage in the YieldGard hybrid was approximately 10% longer than the

control (F2.135 = 56.83, p <0.05), and among the transgenic hybrids was the one with the lowest
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mortality. The longevity of the surviving adults was not affected by the ingestion of transgenic maize

during the larval phase (F(2.777=2.696, p = 0.072) (Table 1).
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Figure 1. Survival of Spodoptera frugiperda fed in the larval stage on leaves of transgenic and

conventional maize.

Table 1. Biological parameters of Spodoptera frugiperda surviving on transgenic maize expressing

Bacillus thuringiensis Cry and Vip proteins (temperature de 26 + 2°C, 70% RH and fotoperiod of

14:10 h).
Treataments Larval Larval Pupal Pupal Longevity
stage (days) mortality (%) stage (days) mortality (%)  (days) *ns
Control 15.24+0.32¢ 18.18 9.70+0.34b 11.11 13.50+0.44
n=45 (n=55-45) n=40 (n=45-40) n=40
YieldGard 16.07+0.17b 24.59 9.47+0.32b 13.04 12.15+0.62
n=46 (n=61-46) n=40 (n=46-40) n=40
YieldGard 20.55+0.27a 34.72 12.45+0.32a 15 11.72+0.61
VTPRO n=47 (n=72-47) n=40 (n=47-40) n=40
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Viptera - A - - -

(n=60-60)
Means (+ SE) followed by the same letter in columns do not statistically differ by contrast analysis

at 0.05% significance. *ns means did not differ in analysis of variance.

Larval weight on the seventh day after hatching and pupal weight were lower on insect-
resistant maize in comparison to the control (Figure 2). Larval weight was 77% lower in the Pro
hybrid and 36% in the YieldGard compared to the non-transgenic hybrid (F.35= 32.11, p <0.05)
(Figure 2a). The pupal weight of Bt hybrids was significantly lower in relation to pupae obtained
from the non-transgenic hybrid (F2.1:7= 10.98, p <0.05) (Figure 2b).
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Figure 2. Effect of transgenic maize on the weight of seven day-old larvae (a) and pupae (b) of
Spodoptera frugiperda. Means with the same letter for larval weight did not differ significantly by
the generalized linear model and for Tukey’s test for pupal weight (p<0.05).

The fecundity of mated females was significantly affected by Bt maize consumption during
the larval phase (F2.57= 6.40, p <0.05) (Figure 3a). Females from conventional maize laid about twice
as many eggs as those from Bt plants (Figure 3a). The viability of the eggs, however, was not affected

by the type of leaf consumed during the larval stage (F2.53= 0.57, p = 0.568) (Figure 3b).
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Figure 3. Effect of Bt maize on the fecundity and fertility of Spodoptera frugiperda. Means with the
same letter did not differ significantly by contrast analysis (p<0.05).
4. Discussion

The effects of Bt maize on the fall armyworm indicated high susceptibility of the larvae
feeding on the hybrid Viptera, which expresses the protein Vip3Aa20. This hybrid efficiently
controlled S. frugiperda, and all individuals died in the first instar. According to Bernardi et al. (2015;
2016a) the Brazilian population of the fall armyworm has a low frequency of Vip3Aa20 protein-
resistant alleles, which indicates a low risk to the efficiency of this protein in the control of S.
frugiperda, but points out to a potential risk for the evolution of resistance.

We observed tolerance of S. frugiperda to the other Bt hybrids, although larval feeding
entailed development and reproductive costs to handle the effects of the toxic proteins on the
development of the immature stages. The development time of larvae and pupae on YieldGard
VTPRO hybrid were prolonged relative to the YieldGard and control treatments. In addition, fall
armyworm larvae and pupae were smaller in the YieldGard VTPRO and YieldGard hybrids compared
to the non-transgenic hybrid. Similar results were obtained for S. frugiperda fed with MON 810

hybrid expressing the Cryl Ab protein (Omoto et al., 2016). The YieldGard VTPRO hybrid is a
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pyramidal event which contains two B. thuringiensis toxins acting on the same target pest (Roush
1998). Thus, pyramidal plants provided a novel strategy to delay resistance on target pests (Zhao et
al., 2003; Carriére et al., 2015). According to Niu et al. (2014) a strain of S. frugiperda from Puerto
Rico resistant to CrylF was susceptible to four pyramidal Bt maize hybrids. Bernardi et al. (2016b),
recorded total mortality of newly hatched larvae of the fall armyworm from the susceptible population
fed on leaves of the hybrid YieldGard VTPRO (CrylA.105 + Cry2Ab2) and PowerCore (Cryl A.105+
Cry2Ab2 + Cry1F). However, a reduction in mortality was observed when larvae fed on style-stigmas
and grains of these hybrids. Such failure is associated with the low biological activity of Bt proteins
present in these structures, thus contributing to the evolution of resistance in S. frugiperda (Bernardi
et al., 2016b).

The population of S. frugiperda evaluated in this work can survive and reproduce when fed in
the larval phase with the pyramidal maize, although displaying lower fecundity than the non -
transgenic hybrid. On the other hand, egg fertility did not differ from the other treatments. This
tolerance of target pests to pyramidal events has been reported for maize and cotton (Santos-Amaya
etal., 2015; Welch et al., 2015). In addition, the population used in our study was only for the second
time in contact with this pyramidal hybrid, indicating a rapid development of tolerance to it.

According to Hernandez-Rodriguez er al. (2013) the fast development of resistance to
pyramidal events containing the CrylA.105 protein, such as YieldGard VTPRO, is related to the
sharing of protein receptor sites in the gut of the target insect with the CrylF protein. According to
Carriere et al. (2015), the Cryl A.105 protein shares 76% of the identity of the amino acid sequences
in relation to the Cryl Ab protein and 90% of the CrylF (Bernardi et al., 2015), thus enabling the
survival of S. frugiperda to the hybrid, since the caterpillar is resistant to Cryl Ab, as demonstrated
in our work in relation to the hybrid YieldGard.

The resistance of S. frugiperda to Cry proteins has been recorded in maize expressing the
Cryl Ab and CrylF proteins in the United States (Williams et al., 1998; Lynch et al., 1999; Buntin et

al., 2001), in Puerto Rico for CrylF protein (Storer et al, 2012), and in Paraguay for Bt maize
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expressing Cryl Ab and CrylF (Gomez et al., 2017). In Brazil, resistance of S. frugiperda to maize
expressing Cryl Ab, CryFa, CrylF is recorded in the main grain producing states of the country
(Fernandes et al., 2003; Okumura et al., 2013; Monnerat et al., 2015; Omoto et al., 2016). In the
tropics, maize is grown during most part of the year, allowing the occurrence of multiple and
overlapping generations of S. frugiperda, a condition that increases the selection pressure of Bt plants
for resistant individuals (Tomquelski & Martins, 2007; Storer ef al., 2012; Farias et al., 2014a). Our
work describes for the first time the survival and reproduction of S. frugiperda reared in the larval
stage on leaves of the pyramidal hybrid YieldGard VTPRO in Brazil. Fatoretto ez al. (2017) mention
the tolerance of the fall armyworm to this hybrid without stating the source of the information or the
geographical area where the observation was recorded.

In addition to climatic conditions, the genetic variability between the geographically distinct
populations confers different degrees of susceptibility of S. frugiperda to Bt proteins (Monnerat et
al., 2006). In the United States the highest allelic frequency of resistance of S. frugiperda population
to CrylF protein is concentrated in the southeast of the coastal region (Huang et al., 2014). In Brazil
resistance of S. frugiperda is concentrated in the main producing regions. Farias et al. (2014b) tested
43 Brazilian S. frugiperda populations with 2,000ng CrylF per square centimeter of artificial diet and
observed increased survival over the seasons (2010 to 2013) and higher survival (50%) in the
populations of Bahia, Mato Grosso, Goias, Mato Grosso Sul and Parana.

Among the resistance control strategies already discussed, such as the use of pyramidal plants
that do not have proteins with cross-resistance, Zhao et al., (2003) propose the adoption of three
measures to delay resistance in Bt plants: 1 - high expression of toxic genes so that all susceptible
species will be killed, 2 - use of refuge area and 3 - use of varieties that express different proteins. In
addition, transgenic plants expressing Bt proteins should be used within the context of integrated pest
management to reduce resistant populations, since natural enemies contribute to pest control and

consequently to reduce pest resistance (Kos et al., 2009).
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Despite recommendations, there is limited adoption of refuge areas in Brazil (Bernardi ef al.,
2015), thus increasing the pressure for selection of resistant individuals (Farias et al., 2014a). The
low adoption of refuge areas was proposed by Head and Greenplate (2012), as one of the reasons for
the development of resistance of the maize stalk borer Busseola fusca (Full.) (Lepidoptera:
Noctuidae) to Cryl Ab in South Africa, the pink bollworm Pectinophora gossypiella (Saunders)
(Lepidoptera: Gelechiidae) to Cryl Ac in India, and S. frugiperda to Cry1F in Puerto Rico. Vip3Aa20
protein appears to be one of the few alternatives among transgenic plants to control S. frugiperda
(Santos-Amaya et al., 2015), since the mode of action of Vip proteins differs from the mode of action
of Cry proteins (Lee et al., 2003). Currently in the market there are combinations of proteins within
the same family as the crystal insecticidal proteins Cry or associated to different families of proteins,
such as Cry and the vegetative insecticides Vips (Carricre ef al., 2016). There are records of cross
resistance among proteins of the group Cry, but no indication of cross-resistance between Cry and
Vip3A proteins (Burkness et al., 2010; Horikoshi et al., 2016). Increasing the planted area with maize
expressing Vip3Aa20 may expose S. frugiperda populations to a high selection pressure, and thus
favour the increase of allelic resistance frequency, if resistance management strategies are not adopted
(Bernardi et al., 2015).

Transgenic plants expressing B. thuringiensis proteins are an efficient tool for controlling the
target pest as well as reducing the use of broad spectrum insecticides (Wolfenbarger & Phifer, 2000).
However, with the widespread use of this technology, monitoring and management of insect
resistance will be increasingly important to ensure the efficiency of Bt plants on insect pests
(Tabashnik et al., 2009). The data presented in our study corroborate the urgent need to implement
strategies for the management of S. frugiperda resistance to maize expressing Bt toxin in Brazil, in
order to preserve the benefits provided by this technology and to prolong its efficiency in the control

of the target pest.
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Capitulo 3: Efeito de dois hibridos de milho Bt sobre o desenvolvimento e a reproducio do

parasitoide larval Campoletis sonorensis (Cameron, 1886) (Hymenoptera: Ichneumonidae)

Resumo

Nao existe consenso acerca do efeito das plantas transgénicas resistentes a insetos sobre organismos
ndo alvo, como os parasitoides. Deste modo, o objetivo foi avaliar o efeito dos hibridos de milho
transgénico YieldGard VTPRO e YieldGarde e o hibrido ndo transgénico BM207 na biologia de
Campoletis sonorensis (Cameron, 1886), parasitando lagartas de Spodoptera frugiperda (Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae) alimentadas com esses hibridos. Visto que ndo existem estudos que
investigaram os efeitos das proteinas toxicas utilizadas nesse trabalho, para C. sonorensis, nossa
hipotese ¢ a de que o milho transgénico afeta negativamente a biologia desse parasitoide. O trabalho
foi conduzido em laboratdrio com lagartas de S. frugiperda parasitadas e criadas em folhas de milho
durante a fase larval. Os parasitoides adultos receberam mel para alimentacdo. Foram avaliados o
tempo de desenvolvimento, a mortalidade, o peso das pupas, a longevidade e a fecundidade de C.
sonorensis. A mortalidade larval do parasitoide em lagartas de S. frugiperda foi maior nos hibridos
transgénicos. Houve diferenca estatistica para o periodo de desenvolvimento larval e pupal de C.
sonorensis entre os hibridos transgénicos e o controle. Apenas 2,22% das larvas do parasitoide que
se alimentaram da lagarta-do-cartucho criadas no hibrido YieldGard VTPRO atingiram a fase adulta.
A mortalidade do parasitoide na fase de pupa foi maior nos hibridos transgénicos YieldGard VTPRO
(34%) e YieldGard (20%). Estes hibridos afetaram o peso das pupas e a fecundidade das fémeas. A
longevidade dos adultos nao foi afetada pelos hibridos testados; no entanto, a longevidade das fémeas
foi maior no hibrido ndo transgénico. Conclui-se que os hibridos transgénicos sdo uma barreira para
a manutencao e a sobrevivéncia de C. sonorensis, tanto pela alta mortalidade causada por YieldGard
VTPRO, quanto pelo impacto no desenvolvimento e reproducdo causado por YieldGard VTPRO e
YieldGard.

Palavras-chave: parasitismo larval, sobrevivéncia, reprodu¢ao, Cry.
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Effect of two Bt maize hybrids on the development and reproduction of the larval parasitoid
Campoletis sonorensis (Cameron, 1886) (Hymenoptera: Ichneumonidae)

Abstract

The results on the effects of Bt plants on parasitoids are controversial. The objective of this study was
to evaluate the effect of YieldGard VTPRO and YieldGard transgenic maize hybrids and the non-
transgenic hybrid BM207 on the biology of Campoletis sonorensis (Cameron, 1886) (Hymenoptera:
Ichneumonidae), parasitizing larvae of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae). Since there are no studies investigating the effects of these toxic proteins on C.
sonorensis, our hypothesis is that transgenic maize negatively affects the biology of this parasitoid.
The work was conducted in laboratory with parasitized S. frugiperda caterpillars reared on corn leaves
during the larval phase. The development time, mortality, pupal weight, longevity and fecundity of
C. sonorensis were evaluated. Larval mortality of the parasitoid was higher in the transgenic hybrids.
There was statistical difference for the larval and pupal development period of C. sonorensis between
the transgenic hybrids and the control. Only 2.22% of the larvae of the parasitoid that fed larvae
reared on the YieldGard VTPRO hybrid reached the adult stage. Pupal parasitoid mortality was higher
in the YieldGard VTPRO (34%) and YieldGard (20%) transgenic hybrids. These transgenic hybrids
affected pupal weight and females' fecundity. Adult longevity was not affected by the hybrids
evaluated; however, females' longevity was higher in the non-transgenic hybrid. It is concluded that
transgenic hybrids are a barrier to the maintenance and survival of C. sonorensis in these hybrids,
both due to the high mortality caused by YieldGard VTPRO and the impact on development and
reproduction caused by YieldGard VTPRO and YieldGard.

Key-Words: larval parasitism, survival, reproduction; Cry.
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1. Introdugao

Inimigos naturais desempenham um papel importante na regulagdo de populacdes de insetos-
pragas, e os programas de manejo integrado de pragas buscam harmonizar a sobrevivéncia desses
inimigos naturais com o uso de inseticidas (Altieri, 1999).

Com a rapida expansdo das culturas que expressam proteinas toxicas de Bacillus thuringiensis
(culturas Bt), muitos estudos sobre potenciais impactos tritroficos de plantas geneticamente
modificadas vem sendo realizados (O’Callaghan et al. 2005). Plantas Bt contribuem para a reducao
no uso de inseticidas quimicos e, sua adocdo, pelos agricultores, favorece a sobrevivéncia e a
participagdo de parasitoides nos programas de manejo de pragas baseados no controle bioldgico (Betz
et al. 2000; Cattaneo et al. 2006; Romeis et al. 2006; Blanco et al. 2016; Guo et al 2016). No entanto,
impactos negativos sobre a biologia de parasitoides tem sido relatados na bibliografia (Baur &
Boethel 2003), porém tais efeitos se relacionam a menor qualidade dos hospedeiros devido aos efeitos
das plantas Bt sobre os herbivoros, como menor peso ¢ desenvolvimento mais lento (Romeis et al.
2006; Frizzas e Oliveira, 2006; Resende et al. 2016), do que a toxicidade das proteinas toxicas aos
parasitoides. Sendo que parasitoides desenvolvidos em larvas de linhagens resistentes a plantas Bt
nao sao afetados (Schuler et al. 2003, 2004; Chen et al. 2008; Tian et al. 2014).

A area cultivada com milho Bt no Brasil, na safra de 2017, foi de 17.55 milhoes de hectares
(James, 2017), o que evidencia a importancia de se conhecer o impacto dessas proteinas toxicas sobre
herbivoros e seus parasitoides. Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ a
principal praga alvo do milho nas Ameéricas e € a primeira praga de culturas bem documentada a ter
desenvolvido resisténcia a plantas Bt (Tian et al. 2014). Essa resisténcia proporcionou a oportunidade
de usa-la para estudos de interacdes tritroficas com inimigos naturais de S. frugiperda (Tian et al.
2014), tendo em vista que os parasitoides podem contribuir para o controle de insetos resistentes.

Dentre o complexo de parasitoides associados a S. frugiperda, destaca-se Campoletis
sonorensis (Cameron, 1886), um ichneumonideo endoparasitoide larval solitario de S. frugiperda, e

de outros noctuideos de importancia agricola, como Heliothis virescens (Fabricius, 1781) e
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Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Elzen, 1983). Devido a escassez de dados sobre o impacto das
principais toxinas Bt utilizadas nos hibridos de milho sobre o parasitoide C. sonorensis, este trabalho
teve por objetivo comparar o desenvolvimento e a reprodugdo desse endoparasitoide larval solitario,
desenvolvendo-se em larvas de S. frugiperda alimentadas com trés hibridos de milho transgénico e
um hibrido convencional.

2. Material e Métodos

2.1. Material vegetal
Os hibridos transgénicos comerciais 30K75Y YieldGard (Cryl Ab) e BM780Pro YieldGard
VTPRO (CrylA.105 e Cry2Ab2), além do hibrido ndo transgénico BM207 (controle), foram
utilizados nos ensaios. As sementes foram plantadas a cada semana, a fim de garantir material vegetal
de mesma idade no decorrer dos ensaios. Foram utilizadas nos experimentos plantas que estavam
entre os estadios V4 e V6 (Ritchie et al., 1993). As folhas utilizadas nos ensaios foram limpas em

solucao de hipoclorito de sodio a 0,5% e cortadas em porgdes de aproximadamente 7 cm x 4 cm.

2.2. Criacao de S. frugiperda e C. sonorensis

As lagartas de S. frugiperda e os adultos de C. sonorensis usados nos ensaios foram
provenientes da quarta e da terceira geragdes, respectivamente, de uma coldnia iniciada com lagartas
coletadas em uma lavoura de milho de Cryl A.105/Cry2Ab2 e Cryl Ab, na segunda safra de 2016 e
2017, na Fazenda Canarinho (56°49°44.741”W e 14°9°6.923”S), em Nortelandia, Mato Grosso.

A criacdo de S. frugiperda foi conduzida em laboratdrio seguindo a metodologia descrita por
Kasten et al. (1978) e de C. sonorensis seguiu a metodologia de Sanders et al. (2007). As criagdes e
os ensaios foram realizados em uma sala com temperatura controlada de 26 + 2 ° C, 70% de umidade
relativa e fotoperiodo 14:10 h (L:D).

Os adultos de C. sonorensis foram mantidos em potes de vidro de 1 litro vedado com tecido
tipo TNT, e alimentados diariamente com solucdo de mel a 20% e 4gua. Para a obtengdo de

hospedeiros parasitados, lagartas de S. frugiperda de segundo instar foram disponibilizadas para os
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parasitoides em pequenas secdes de dieta artificial diariamente. Apos a oviposicao, as lagartas foram
transferidas individualmente para potes de 100 ml, com dieta artificial, ¢ mantidas conforme os
parametros descritos anteriormente. Pupas dos parasitoides foram coletadas e transferidas para tubos
de ensaio até a emergéncia dos adultos.

2.3. Desenvolvimento de C. sonorensis em lagartas de S. frugiperda em milho
transgénico e ndo transgénico

Foram utilizadas lagartas de S. frugiperda de segundo instar; as lagartas recém-eclodidas
foram alimentadas com folhas de milho ndo transgénico até o segundo instar, para evitar sua morte
antes da oferta ao parasitoide. No segundo instar, 40 lagartas foram expostas a dois casais de C.
sonorensis em gaiolas de vidro de 500 ml, com abertura tampada com TNT. Durante 7 dias, foram
utilizadas quatro gaiolas por dia, cada uma com 40 lagartas de S. frugiperda, para obter a quantidade
de lagartas parasitadas em cada tratamento. Apds 24 horas do inicio da exposi¢ao, as lagartas foram
individualizadas em potes de 100 ml contendo papel filtro (3 cm x 3 cm) umedecido e um pedago (7
cm x 4 cm) de folha de cada tratamento. Os potes foram mantidos em sala climatizada, conforme os
parametros descritos anteriormente.

Diariamente, foi realizada a higienizagao dos potes, com retirada das fezes e substituicdo das
folhas dos hibridos. Para obter o minimo de parasitoides adultos para a formagao de 10 casais em
caso de sobrevivéncia, foram utilizadas 54 lagartas de S. frugiperda parasitadas do hibrido nao
transgénico; para os hibridos transgénicos YieldGard VTPRO e YieldGard, foram utilizadas 450 e
58 lagartas parasitadas, respectivamente. As pupas dos parasitoides foram retiradas dos potes 24 horas
apos sua formacao, pesadas e individualizadas em tubos de ensaio até a emergéncia dos adultos. O
desenvolvimento e a mortalidade do hospedeiro parasitado foram registrados diariamente. Os
parametros avaliados incluiram o tempo do desenvolvimento larval e pupal de C. sonorensis e o peso
da pupa do parasitoide.

Com base nos adultos de C. sonorensis emergidos no experimento anterior, foram avaliadas

a fecundidade e a longevidade. Os casais foram separados em potes de vidro de 500 ml, e alimentados
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com solucao de 20% de mel e agua em algoddo. Por 24 horas, foram ofertadas 10 lagartas de S.
frugiperda, em potes de 30 ml que continham folha de milho ndo transgénico, para cada casal de C.
sonorensis. Esse processo foi realizado durante 10 dias. As lagartas parasitadas foram
individualizadas em potes de 30 ml e receberam dieta artificial até a emergéncia dos adultos e a

verificagdo do parasitismo.

2.4. Analise estatistica
A andlise estatistica consistiu em verificar o quanto a expressdo das proteinas de B.
thuringiensis em hibrido de milho afetou a sobrevivéncia ao longo da vida de C. sonorensis. Todas
as analises foram executadas no Sistema Estatistico R (R Development Core Team, 2015) usando os
pacotes Survival (Therneau, 2014) e MuMIn (Barton, 2014). Com base nos resultados da analise de
sobrevivéncia, foram analisados no Sistema Estatistico R os dados de desenvolvimento e reproducao
obtidos no teste de Shapiro-Wilk. A longevidade de machos e fémeas em cada tratamento foi
analisada por meio da analise de variancia, e, a comparagao da longevidade entre os sexos, em cada
tratamento, foi realizada por meio do teste T. Os demais parametros de desenvolvimento e reproducao
foram analisados pelo modelo linear generalizado (GLM), sob distribui¢do de Poisson e simplificacio
de modelo.
3. Resultados
A mortalidade de C. sonorensis em lagartas de S. frugiperda no hibrido transgénico de 88% no
YieldGard VTPRO que contém as proteinas CrylA.105 e Cry2Ab2 (Figura 1 e Tabela 1) (X* =
742.91, df =3, p < 0.05). Nesses hibridos a maior mortalidade ocorreu na fase larval, principalmente

nos cinco primeiros dias ap6s a exposi¢ao dos hospedeiros aos hibridos Bt.
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Figura 1. Sobrevivéncia de Campoletis sonorensis em lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas
com hibridos de milho transgénicos e nao transgénico.

Houve prolongamento do periodo larval de C. sonorensis nos hibridos transgénicos YieldGard
(10%) e YieldGard VTPRO (20%) (F(2.156 = 20.62, p < 0.05) em relacdo ao hibrido ndo transgénico.
O periodo de pupa foi estatisticamente maior nos hibridos transgénicos em relagao ao hibrido controle
(F2.126= 16.494, p < 0.05) (Tabela 1). A mortalidade na fase de pupa de C. sonorensis foi maior nos
hibridos transgénicos YieldGard VTPRO (34%) e YieldGard (20%). O peso das pupas de C.
sonorensis foi menor nos hibridos transgénicos em relacdo ao controle, sendo que no hibrido

YieldGard VTPRO foi menor que no YieldGard (F 2153 = 30.447, p < 0.05) (Figura 2).
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Tabela 1. Parametros bioldgicos de Campoletis sonorensis desenvolvida em lagartas de Spodoptera

frugiperda alimentadas com hibridos de milho Bt e ndo transgénico.

Periodo larval' Mortalidade Periodo pupal!  Mortalidade

Tratamentos (dias) larval (dias) pupal
Controle 10,72+0,16b 5,90% 6,58+0,09b 5,88%
n=>51 n=>54 n =48 n=>5I
YieldGard VTPRO  12,31£0,20a 88,44% 7,50+0,15a 38,46%
Cryl A.105/Cry2 Ab2 n=1>52 n =450 n=232 n=>52
YieldGard 11,60+0,17a 8,62% 7,27+0,12a 15,10%
CrylAb n=1>53 n=>58 n=45 n=>53

"Médias (+erro padrio) seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem estatisticamente pelo

modelo linear generalizado a 0,05% de significancia.
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Figura 2. Peso das pupas de Campoletis sonorensis apds o desenvolvimento em lagartas de
Spodoptera frugiperda alimentadas com hibridos de milho Bt e ndo transgénico. Médias (+erro

padrdo) com a mesma letra ndo diferem significativamente por modelo linear generalizado a 0,05%.

A longevidade de fémeas e machos ndo foi estatisticamente diferente (fémeas F2.47) = 2.826,
p = 0.069) (machos F2.47 = 1.458, p = 0.243) entre os tratamentos YieldGard VTPRO (casais n=10),
YieldGard (casais n=20) e controle (casais n=20). No entanto, a longevidade das fémeas foi

estatisticamente maior que a dos machos no hibrido controle (F;.35 = 5.4098, p < 0.05) (Figura 3).
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Figura 3. Longevidade de Campoletis sonorensis em Spodoptera frugiperda alimentadas com
hibridos Bt e ndo Bt. Médias (+erro padrdo) seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente
pelo teste T em relagdo a longevidade entre os sexos em cada hibrido.T ndo houve diferenga para a

longevidade de machos e fémeas entre os tratamentos.

A reprodugdo de C. sonorensis obtidos de hospedeiros alimentados com hibridos transgénicos
foi significativamente afetada, visto que a média de lagartas parasitadas por dia foi menor nos hibridos
transgénicos em relagdo ao controle, porém entre os hibridos ndo houve diferenca estatistica (F2.47)

= 3.624, p = 0.034) (Figura 4).
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Figura 4. Média do parasitismo didrio de Campoletis sonorensis. As médias com a mesma letra ndo

diferem significativamente pelo modelo linear generalizado a 0,05%.

4. Discussao

A sobrevivéncia de C. sonorensis foi menor nos hibridos Bt, sendo que as lagartas parasitadas
morreram nos primeiros cinco dias, em média apos a exposicao as proteinas Cryl A.105/Cry2Ab2.
Dessa forma os parasitoides ndo conseguiram completar o ciclo larval, que dura cerca de 10 dias,
antes da morte do hospedeiro. Esses hibridos causam elevado controle de S. frugiperda (Aguirre et
al. 2015; Burtet et al. 2017; Chattopadhyay e Banerjee, 2018), que € hospedeiro de varias espécies de
parasitoides, conferindo assim uma desvantagem das plantas Bt aos parasitoides, pois pode reduzir a
disponibilidade de hospedeiros aos parasitoides no campo ou causarem a morte do hospedeiro durante
o desenvolvimento do parasitoide (O’Callaghan et al, 2005, Pilcher et al, 2005). Contudo, o uso de
areas de refugio e o uso de inseticidas seletivos garantem a presenga de hospedeiros, evitando a
reducdo na populacdo de parasitoides (Pilcher et al, 2005).

A duragdo do periodo larval de C. sonorensis em lagartas de S. frugiperda no tratamento
controle foi de 10,7 dias em média para a fase larval, de 6,6 dias na fase de pupa e longevidade de
12,8 dias, semelhante ao observado por Isenhour (1986) para C. sonorensis em lagartas de S.
frugiperda a 25°C. No entanto, os hibridos Bt apresentaram efeitos subletais no desenvolvimento e

reproducao de C. sonorensis, evidenciados pelo prolongamento do periodos larval e pupal e a redugao
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do peso das pupas e fecundidade de C. sonorensis. Sanders et al. (2007) também observaram efeitos
subletais nos adultos de C. sonorensis provenientes de S. frugiperda alimentados com milho Bt
expressando Cryl Ab, os quais foram 16% mais leves e tiveram o tamanho da tibia menor quando
comparados aos hospedeiros que consumiram o milho convencional. Os efeitos subletais observados
no parasitoide, devido a qualidade do hospedeiro alimentado com plantas Bt, podem afetar a
capacidade de parasitismo dos individuos que sobrevivem, prejudicando a sua atuagdo no ecossistema
(Bostanian e Akalach, 2004; He et al. 2012; Biondi et al. 2013), ou causando a extin¢ao local, uma
vez que os efeitos subletais afetam também a capacidade reprodutiva dos sobreviventes (Desneux et
al. 2007; Banks et al. 2011). Porém estudos futuros devem ser realizados para avaliar se esses efeitos
subletais afetam o parasitoide em condi¢des de campo.

As proteinas Bt afetam herbivoros alvo, tornando-os hospedeiros nutricionalmente inferiores
ou inadequados para os inimigos naturais, uma vez que essas proteinas alteram a condi¢ao de ions e
aminoacidos na hemolinfa do hospedeiro (Dhillon e Sharma, 2010; Salles et al. 2015; Wang et al.
2017). Além disso, o nivel de lesao causado pelo parasitoide em seu hospedeiro depende da biologia
do parasitoide (Vojtech et al. 2005). Por exemplo, C. sonorensis consome todo interior do corpo de
seu hospedeiro (Wilson e Ridgeway, 1975; Harvey e Strand, 2002), e provavelmente tem maior
exposi¢ao as toxinas Bt, enquanto que Cotesia marginiventris (Cresson) alimenta-se apenas de uma
parte do corpo do hospedeiro (Jalali et al. 1987) e, segundo Tian et al. (2014), ndo sofreram efeitos
adversos da proteina CrylF. Essas espécies de parasitoides que se alimentam de apenas uma pequena
por¢ao do corpo do hospedeiro, possivelmente ndo entram em contato com as proteinas Bt presentes
nos tecidos do hospedeiro ou os efeitos da proteina Bt ndo afetam a qualidade do hospedeiro durante
o desenvolvimento do parasitoide, permitindo a sua emergéncia.

O uso de plantas Bt causou uma reducdo no uso de inseticidas principalmente os de largo
espectro (Wolfenbarger e Phifer 2000). Embora existam efeitos negativos do milho Bt no
desenvolvimento e na reprodugdo de C. sonorensis, esses resultados sdo significativamente menores

do que aqueles provocados por inseticidas quimicos (Baur e Boethel 2003, O’Callaghan et al, 2005).
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Dessa forma as plantas Bt conferem beneficios a manutencdo e ao aumento da biodiversidade de
inimigos naturais nos agroecossistemas. A riqueza de insetos benéficos converte-se em beneficios
para o proprio agroecossistema, uma vez que controlam o aumento das pragas secundarias e de pragas
resistentes (Tomich et al., 2011). Contudo, essas vantagens devem ser consideradas de acordo com
um programa de manejo integrado de pragas com o uso de refugio e produtos seletivos (Romeis et al.
2006).

Parasitoides generalistas, como C. sonorensis, podem parasitar larvas de 27 espécies de
lepidopteros (Lingren et al. 1970), possuem a vantagem de sobreviver no agroecossistema quando o
ambiente ou hospedeiro sdo desfavoraveis, em relagdo aos parasitoides especialistas. O milho
transgénico Bt constitui uma barreira ao desenvolvimento das larvas de parasitoides (Hansen et al.
2013), corroborando com os resultados de nosso estudo para YieldGard VTPRO.

Para verificar se efeitos negativos resultantes de nosso experimento sao devido a qualidade do
hospedeiro ou pela ingestao das proteinas Bt presentes no corpo do hospedeiro, devem ser realizados
estudos com hospedeiros resistentes, para C. sonorensis, visto que os dados da literatura mostram que
ndo existe efeito nos parasitoides, quando testados em hospedeiros resistentes (Tian et al. 2014;
Shelton et al. 2016; Romeis et al. 2018).

Além disso deve-se testar a hipotese da relacdo de efeitos negativos das plantas Bt maior em
parasitoides que se alimentam de todo o corpo do hospedeiro, comparando com espécies de
parasitoides larvais que consomem apenas uma pequena por¢ao do hospedeiro e analisar se ocorre o
sequestro das proteinas Bt por parasitoides.
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Capitulo 4: Efeito de hibridos de milho Cry sobre a sobrevivéncia, desenvolvimento e
reproducio do predador Euborellia annulipes (Lucas, 1847) (Dermaptera:

Anisolabididae)

Resumo

Euborellia annulipes ¢ um predador onivoro que, entre outras presas, se alimenta da lagarta do
milho, Spodoptera frugiperda e de material vegetal, como polen. Avaliamos os efeitos de hibridos
de milho Bt a S. frugiperda no desenvolvimento, reproducdo e sobrevivéncia de E. annulipes,
através do consumo de lagartas (dieta a base de presas) e da ingestdo conjunta de lagartas e pdlen
(dieta mista). Utilizaram-se os hibridos Bt YieldGard, YieldGard VTPRO e, comparando-os a um
hibrido ndo Bt. A sobrevivéncia de ninfas e adultos de E. annulipes nao foi afetada pelos hibridos
Bt, quando estes foram alimentados apenas com presas. No entanto, quando a alimentacao foi a
base de dieta mista a sobrevivéncia das ninfas e adultos de E. annulipes foi menor nos dois hibridos
transgénicos. O tempo de desenvolvimento das ninfas do predador foi mais longo em todos os
tratamentos com plantas Bt, em comparacdo com o controle. A longevidade dos adultos, até o
periodo avaliado, foi menor nos dois hibridos transgénicos, em relagcdo ao controle, apenas na dieta
mista. Individuos que se alimentaram de lagartas e polen Bt produziram menor nimero de ovos do
que o tratamento controle, porém a viabilidade dos ovos nao foi estatisticamente diferente nos
hibridos Bt e controle, nas duas dietas avaliadas. As plantas Bt afetaram negativamente o predador
E. annulipes, principalmente através da dieta mista, comprometendo a cadeia trofica no sistema
agricola.

Palavras-chave: milho Bt, presa, pdlen, tesourinha
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Effect of maize hybrids Cry on the survival, development and reproduction of the predator
Euborellia annulipes (Lucas, 1847) (Dermaptera: Anisolabididae)

Abstract

Euborellia annulipes is an omnivorous predator that, among other preys, feeds on the fall armyworm
Spodoptera frugiperda and plant material, such as pollen. We evaluated the effects of Bt maize
hybrids on S. frugiperda on the development, reproduction and survival of E. annulipes through the
consumption of caterpillars (prey diet) and the combined intake of caterpillars and pollen (mixed
diet). Bt YieldGard and YieldGard VTPRO hybrids were used and compared to a non-Bt hybrid. The
survival of nymphs and adults of E. annulipes was not affected by the Bt hybrids when fed only on
preys. However, when feeding on the mixed diet, the survival of nymphs and adult was lower in the
two transgenic hybrids. The development time of E. annulipes nymphs was longer in all treatments
with Bt plants compared to the control. The longevity of the adults during the evaluated period was
lower in the two transgenic hybrids in relation to the control, only in the mixed diet. Females fed on
caterpillars and Bt pollen produced fewer eggs than the control treatment, but egg viability was not
statistically different in Bt and control hybrids in the two diets evaluated. Bt plants negatively affected
E. annulipes, mainly through the mixed diet, compromising the trophic chain in the maize
ecossystem.

Key-words: corn, Bt plants, polen, earwigs

1. Introdugao
A tesourinha Euborellia annulipes (Lucas) (Dermaptera: Anisolabididae) ¢ uma espécie
cosmopolita (Kocarek et al. 2015) de habito onivoro, generalista (Klostermeyer, 1942, Lemos et al.
2003) e apresenta potencial para ser usada em programas de manejo integrado de pragas (Lemos et
al. 2003). Este predador ¢ eficiente no controle de pragas das familias Curculionidae e Noctuidae

(Klostermeyer, 1942; Koppenhofer, 1995; Lemos et al. 2003; Silva et al. 2009). Dentre os noctuideos,
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E. annulipes se destaca no controle de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
(Silva et al. 2009), a principal praga do milho nas Américas (Clark et al. 2007; Vilarinho et al. 2011).

Inseticidas de amplo espectro utilizados para o controle de S. frugiperda afetam negativamente
predadores e parasitoides (Cloyd e Bethke, 2011), comprometendo a mortalidade da praga por agentes
de controle bioldgico. Com a adocao pelos agricultores das cultivares transgénicas que expressam
proteinas toxicas de Bacillus thuringiensis (Bravo et al. 2007), os inimigos naturais podem encontrar
melhores condigdes para sobreviver nos agroecossistemas, devido a redu¢@o no uso de inseticidas
(Betz et al. 2000; Shelton et al. 2002). Entretanto, existem evidéncias de que plantas Bt podem afetar
negativamente a sobrevivéncia de inimigos naturais (Lovei e Arpaia, 2005; Naranjo, 2009; Leite et
al. 2014).

Existem duas vias de exposi¢cdo das toxinas Bt aos organismos ndo-alvo dentro das cadeias
troficas dos sistemas agricolas (Romeis et al. 2008), seja pela alimentagdo em néctar e polen das
plantas transgénicas, seja pela transferéncia de toxinas Bt para niveis troficos superiores através dos
hospedeiros ou presas (Andow et al. 2006; Romeis et al. 2006). Qualquer alteragao na dieta alimentar
do segundo nivel tréfico resultara na perturbagdo do equilibrio entre os demais niveis, afetando
negativamente os predadores e parasitoides (Lawo et al. 2010).

Nos ultimos 20 anos, diversos estudos foram realizados em laboratorio e campo para avaliar o
efeito de milho transgénico em inimigos naturais (Lovei e Arpaia, 2005; Hansen et al. 2013; Tian et
al. 2014; Ali et al. 2018). No entanto, os resultados sao divergentes; alguns trabalhos apontam a
inexisténcia de efeitos sobre parasitoides e predadores (Pilcher et al.1997; Al-Deeb et al. 2001;
Lundgren & Wiedenmann, 2002), enquanto outros revelam efeitos negativos no desenvolvimento,
sobrevivéncia e reproducdao de inimigos naturais (Hilbeck et al .1998; Losey et al. 1999; Jesse e
Obrycki 2000; Zwahlen et al. 2003).

Até o momento, os experimentos realizados a fim de compreender os efeitos de plantas Bt,
envolveram espécies de predadores das Ordens Heteroptera, Neuroptera e Coleoptera (Wolfenbarger

et al. 2008, Naranjo, 2009, Shelton et al. 2016) e apenas o trabalho de Frizzas et al. (2014) avaliou o
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efeito de milho Bt sobre o predador Doru luteipes (Scudder) (Dermaptera: Forficulidae) em campo.
Devido a caréncia de pesquisas sobre o efeito de plantas Bt a tesourinhas, nosso objetivo foi avaliar
os efeitos de trés hibridos de milho Bt na biologia de E. annulipes, através de uma dieta
exclusivamente com lagartas de S. frugiperda e outra mista, contendo presa e polen dos hibridos de

milho avaliados.

2. Material e Métodos

2.1. Material vegetal e coleta de pdlen

Foram utilizados os hibridos de milho Bt 30K75Y YieldGard (Cryl Ab) e BM780Pro YieldGard
VTPRO (Cryl A.105/Cry2Ab2) e o hibrido ndo-transgénico BM207 (controle). Estes foram semeados
em campo, semanalmente, a fim de garantir folhas frescas ao longo do experimento.

As coletas de polen do milho foram realizadas durante os estagios VT e R1 (Hellmich et al. 2001;
Peterson et al. 2016). Quando as anteras comegaram a liberar o polen, aproximadamente 20 penddes
de cada hibrido foram ensacados, com sacos de papel Kraft (19x28cm), por 12 horas. Apos este
periodo os sacos, ainda no pendao, foram invertidos, agitados para liberar o po6len e retirados da planta
(Peterson et al. 2016). Depois da coleta, o pdlen foi peneirado em peneira com malha de 0,16mm para
remover insetos, anteras e outros detritos. O polen peneirado foi armazenado em refrigerador a 0° +

2° C durante o periodo dos bioensaios.

2.2. Insetos
As colonias de S. frugiperda e E. annulipes foram iniciadas a partir de coletas em lavoura de
milho (CrylA.105 /Cry2Ab2 e CrylAb) de mar¢o a junho de 2016 e 2017 em Nortelandia
(56°49°44.741”W e 14°9°6.923”S), Mato Grosso, Brasil. A cria¢do das lagartas foi conduzida em
laboratorio com dieta artificial seguindo metodologia de Kasten et al. (1978). As pupas eram retiradas
e colocadas em potes plasticos de 500 ml até a emergéncia dos adultos. Estes foram criados em gaiolas

de PVC, de 20 cm de diametro x 25 cm de altura, revestidas com papel tipo sulfite; a parte superior



82

foi tampada com tecido do tipo TNT e o fundo com uma bandeja revestida com papel toalha. O
alimento para os adultos consistiu de uma solu¢do de mel a 10%, embebido em algodao hidrofilo e
outro embebido com agua.

Ninfas e adultos de E. annulipes foram criadas em potes de 100 ml contendo 0,300 g de dieta
artificial (Lemos, 1997) e um pedago de papel absorvente (46 x 10 cm) dobrado em quatro partes (5,5
x 10 cm) e umedecido com agua (9 ml), como refugio e substrato para oviposi¢do. O alimento foi
substituido e o papel umedecido (2 ml), a cada dois dias. O papel foi trocado a cada semana; no
entanto, quando havia posturas nos recipientes, a troca do papel foi realizada somente quando os ovos
estavam em estagio avancado de desenvolvimento, de modo que o ninho ndo fosse alterado, causando
menos estresse e evitando o canibalismo dos ovos pela fémea (Lemos et al. 1998). As ninfas eclodidas
permaneciam nos trés primeiros dias de vida junto com a fémea, a fim de garantir o comportamento
de alimentacao materna (Vancassel 1984; Koelliker e Vancassel 2007).

Os insetos foram criados e os experimentos realizados em sala climatizada a 26 + 2°C, 70% de
umidade relativa e fotoperiodo 14:10 h (L:D).

2.3. Efeito do milho Bt sobre o desenvolvimento e reproducio de E. annulipes por

meio de uma dieta a base de presas

O efeito do milho Bt sobre o predador foi investigado por meio da oferta de lagartas de S.
frugiperda a E. annulipes. Ninfas de trés dias de idade foram individualizadas em potes de 100 ml
contendo papel absorvente umedecido, como descrito acima, lagartas de S. frugiperda e um pedago
(aproximadamente 7cm x 4cm) de folha de milho (entre os estdgios V4 e V6). O fornecimento de
lagartas de S. frugiperda a E. annulipes foi realizado segundo Silva et al. (2009). Inicialmente foram
fornecidas duas lagartas de 2° instar para as ninfas de 1° instar, e a partir do 4° instar foram ofertadas
oito lagartas de 3° instar. Aumentou-se gradativamente a oferta de lagartas de acordo com o consumo
das tesourinhas ao logo do desenvolvimento. Foram utilizadas 43, 43 e 44 ninfas, para os hibridos

controle, YieldGard e YieldGard VTPRO, respectivamente.
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Quando as ninfas atingiram a fase adulta formaram-se 20 casais para cada tratamento,
alimentados com lagartas de terceiro instar em folhas de milho. Cada tratamento na sua respectiva
dieta Bt e controle. Para verificar a viabilidade dos ovos, quando constatada postura, foi interrompido
o fornecimento de lagartas e os casais de E. annulipes foram alimentados com dieta artificial por
aproximadamente 10 dias, como descrito na sec¢do anterior, uma vez que as lagartas de S. frugiperda
poderiam predar os ovos do predador, causar estresse as fémeas ou canibalismo pela fémea (Rankin
et al.1996). As lagartas e as folhas foram substituidas diariamente. O papel umedecido foi trocado
como descrito na secc¢ao anterior, assim como a dieta artificial quando foi necessario utiliza-la. A fase
adulta do predador foi avaliada por quatro meses, simulando o ciclo da cultura.

2.4. Efeito do milho Bt sobre o desenvolvimento e reproducio de E. annulipes por

meio de uma dieta mista

Para avaliar o efeito dos hibridos Bt sobre E. annulipes, por meio de uma dieta mista, as
tesourinhas foram alimentadas com lagartas de S. frugiperda, como descrito na sec¢do anterior, €
aproximadamente 0,051g de poélen de cada hibrido em cada tratamento, visto que o uso do pdlen do
milho por si s6 ndo ¢ suficiente para o desenvolvimento de tesourinha (Pasini et al. 2007). O polen e
as lagartas foram substituidos diariamente. Neste ensaio foram utilizadas 44, 51, 56 repeticdes para
os hibridos controle, YieldGard e YieldGard VTPRO, respectivamente. Formaram-se 20 casais para
cada tratamento. Quando as fémeas estavam com postura, foi oferecido polen e dieta artificial, pelos

motivos citados anteriormente. A fase adulta foi avaliada por quatro meses.

2.5. Analise estatistica
Foram avaliados o tempo de desenvolvimento ninfal, sobrevivéncia, longevidade, fecundidade e
viabilidade dos ovos. Os resultados da mortalidade e propor¢ao de ovos férteis foram analisados por
meio do modelo linear generalizado (GLM) sob distribui¢ao de quasibinomial, e os resultados de
desenvolvimento e fecundidade foram analisados por GLM sob distribuicao de Poisson no Sistema

Estatistico R. Quando constatada diferenca significativa (p<0,05) entre modelo nulo ¢ o modelo de
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interesse, foi realizada a comparagdo entre os tratamentos por meio da analise dos contrastes do
modelo de interesse.
3. Resultados

3.1. Efeito do consumo de lagartas criadas em milho Bt sobre o desenvolvimento e

reproducio de E. annulipes

A sobrevivéncia de ninfas de E. annulipes nao foi afetada pela ingestdo de lagartas que se
alimentaram dos hibridos contendo as diferentes proteinas Bt (X?3.165=169.63, p= 0.865), sendo que
aproximadamente 90% das ninfas completaram o ciclo e chegaram a fase adulta. Houve
prolongamento no tempo de desenvolvimento das ninfas criadas com presas que ingeriram folhas do
hibrido Bt em relagdo ao controle (F3.101= 7.10, p<0.05) (Tabela 1). A mortalidade (X?3.155=259,80,
p= 0.62) e a longevidade durante os quatro meses de acompanhamento da fase adulta ndo foram
estatisticamente diferentes entre os tratamentos (F3.756= 0.5901, p=0.6224) (Tabela 1).

Tabela 1. ParAmetros biologicos de Euborellia annulipes predando lagartas de S. frugiperda

alimentadas com milho Bt e ndo-transgénico.

Tratamento
Parametros Controle YieldGard VTPRO YieldGard
(Cryl A.105/Cry2 Ab2) (Cryl Ab)
1° (dias)™ 11,95+0,30 12,53+0,32 12,62+0,32
n=40 n=43 n=42
_ 20 (dias)™ 10,35+0,30 11,00+0,26 10,60+0,17
@ n=40 n=40 n=40
% 3° (dias)™ 11,55+0,42 11,50+0,44 11,07+0,27
s n=40 n=40 n=40
£ & (dias)™ 12,20+0,50 13,92+0,86 12,52+0,63
n=40 n=40 n=40
5° (dias) 16,61+0,81 18,50+0,91 16,71+0,80
n=31 n=32 n=35
Tempo ninfa 58,92+1,30¢ 63,85+1,31a 60,65+0,93b
(dias)™ n=40 n=40 n=40
Mortalidade 4,76 6,98 4,76
ninfas (%)™ n=43 n=44 n=43
Longevidade 119,52+1,47 117,27+2,06 119,97+1,83
(dias)™ n=40 n=40 n=40
Mortalidade 7,5 12,5 7,5
Adultos (%)™ n=40 n=40 n=40
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Meédias (+ Erro padrdo) seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem estatisticamente pelo modelo
linear generalizado a 0,05% de significancia. ™ ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos.

O numero de ovos depositados (F(3.76= 0.1793, p=0.9101) (Figura la) e a viabilidade dos ovos
(F.75= 0.413, p= 0.7441) de E. annulipes (Figura 1b) nos hibridos Bt ndo foram diferentes

estatisticamente em relacao ao controle.
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Figura 1. Efeito de presas provenientes de hibridos Bt no nimero de ovos produzidos (a) € no nimero
de ovos viaveis (b) de Euborellia annulipes.
3.2. Efeito do consumo de lagartas e pélen de milho Bt sobre o desenvolvimento e

reproducio de E. annulipes

A sobrevivéncia das ninfas foi menor na dieta composta por lagartas alimentadas com hibrido e
polen de milho YieldGard e YieldGard VTPRO (Pg3.208=4.45, p<0.05). A duragdo dos instares de E.
annulipes aumentou na dieta mista nos hibridos Bt em relacdao ao controle (Tabela 2), com excegdo
do 2° instar (F.17= 1.1893, p=0.3154). O estagio ninfal foi 17,10% mais longo em YieldGard
VTPRO, em relagdo ao controle. No hibrido YieldGard, o desenvolvimento foi 7,02% mais longo em
relagdo ao controle, mas nesse hibrido o tempo de desenvolvimento foi aproximadamente 9% mais

rapido em rela¢do ao outro hibrido (F3.156= 45.516, p<0.05). Houve maior mortalidade de adultos
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de E. annulipes, criados na dieta mista, provenientes dos hibridos Bt, em relacdo ao controle
(P3.156=3.48, p<0.05). A longevidade durante o periodo analisado foi menor nos hibridos Bt do que
no controle (F3.156= 6.1279, p<0.05) (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros biologicos de Euborellia annulipes se alimentando de lagartas e polen de

milho Bt e ndo-transgénico.

Tratamento
Controle YieldGard VTPRO YieldGard
Parametros (Cryl A.105/Cry2 Ab2) (CrylAb)
1° (dias) 12,07+0,20b 13,83+0,30a 13,75+0,30a
n=42 n=54 n=44
20 (dias)™ 11,27+0,30 11,68+0,20 11,68+0,27
2 n=41 n=45 n=41
% 3 (dias) 11,80+0,30b 13,4440,42a 12,92+0,36a
s n=41 n=41 n=40
£ & (dias) 12,9+0,40b 14,97+0,50a 13,55+0,42b
n=40 n=40 n=40
5° (dias) 14,07+0,50¢ 18,89+0,53a 16,30+0,43b
n=27 n=29 n=24
Tempo ninfa (dias) 57,37+0,90¢ 67,17+1,14a 61,4+1,10b
n=40 n=40 n=40
Mortalidade ninfas 6,98b 28,57a 21,57a
(%) n=43 n=56 n=51
. . 116,50+2,41a 100,27+5,35b 106,42+4,62b
Longevidade (dias) H=40 140 140
Mortalidade 10b 40a 40a
Adultos (%) n=40 n=40 n=40

Médias (+ Erro padrdo) seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente pelo modelo
linear generalizado a 0,05% de significancia. ™ ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos.

O ntmero de ovos (F3.76= 11.246, p<0.05) foi 55% em YieldGard VTPRO e 36,51% no hibrido
YieldGard (Figura 2a) em relagao ao controle. Contudo ndo foi observada diferencga estatistica para a
proporg¢ao de ovos férteis de E. annulipes alimentada com dieta mista nos hibridos Bt se comparada

ao controle (F3.69= 0.83, p= 0.48) (Figura 2b).
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Figura 2. Efeito da dieta mista no nimero de ovos produzidos (a) e de ovos viaveis (b) de Euborellia
annulipes.
4. Discussiao

A sobrevivéncia de E. annulipes nao foi afetada pelos hibridos Bt por meio da dieta a base de
lagartas de S. frugiperda. Resultados semelhantes foram observados por Tian et al. (2014) para
Geocoris punctipes (Say) (Hemiptera: Geocoridae) e Orius insidiosus (Say) (Hemiptera:
Anthocoridae), quando consumiram lagartas resistentes de S. frugiperda alimentadas com milho
CrylF e de Trichoplusia ni (Hibner) (Lepidoptera: Noctuidae) em algoddao CrylAc/Cry2Ab. No
entanto, na dieta composta por polen e lagartas, a sobrevivéncia das ninfas e dos adultos de E.
annulipes foi menor nos hibridos Bt, principalmente no tratamento YieldGard VTPRO. Bai et al.
(2005) ndo observaram efeitos na sobrevivéncia de Propylea japonica (Thunberg) (Coleoptera:
Coccinellidae), quando alimentada com poélen e pulgdo Myzus persicae (Hemiptera: Aphididae) em
arroz Bt expressando a proteina Cryl Ab.

O tempo de desenvolvimento das ninfas no tratamento controle variou de 57,37 dias na dieta
mista até 58,92 dias nas ninfas alimentadas apenas com lagartas, tal como observado por Silva et al.
(2009), que registraram tempo médio de desenvolvimento de 57,2 dias para E. annulipes quando

alimentada com lagartas de S. frugiperda a 25°C. Contudo, em nosso estudo ocorreu o prolongamento
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do desenvolvimento das ninfas nos trés hibridos Bt em relacao ao hibrido nao-Bt, nas duas dietas
testadas. Outros estudos mostraram resultados semelhantes para Chrysoperla carnea (Stephens)
(Neuroptera: Chrysopidae) alimentada com Rhopalosiphum padidi (Linnaeus) (Homoptera:
Aphididae) ou Tetranychus urticae (Koch) (Acari: Tetranychidae), na presenca de Cryl Ab (Dutton
et al. 2002) e Harmonia axyridis (Pallas) (Coleoptera: Coccinellidae) alimentada com Myzus persicae
(Sulzer) (Hemiptera: Aphididae), proveniente de dieta contendo CrylF (Paula et al. 2015). Porém, ha
relatos em que polen de plantas Bt ndo interferiram no desenvolvimento de inimigos naturais e insetos
ndo-alvo (Wang et al. 2007), como para Trichogramma ostriniae (Pang e Chen) (Hymenoptera
Trichogrammatidae) alimentados com polen de milho Cryl Ab; para larvas de P. japonica em dieta
de poélen/afideos contendo CrylAc; CrylAb; CrylF (Zhang et al. 2014); e para Apis mellifera
(Linnaeus) (Hymenoptera: Apidae) e Bombyx mori (Linnaeus) alimentados com pdlen de algodao
Cryl Ac/EPSPS e Cryl Ac/Cry2Ab (Niu et al. 2013). Tais resultados podem divergir em relagao as
espécies, conforme as revisoes de Duan et al. (2008) e Han et al. (2016) a respeito de plantas Bt sobre
organismos nao-alvo.

A fecundidade de fémeas de E. annulipes alimentadas com poélen e lagartas foi menor nos trés
hibridos Bt em relagdo ao controle, embora, na dieta apenas de lagartas, nao foi observada diferenca
entre os hibridos Bt e o controle. A viabilidade dos ovos ndo foi estatisticamente diferente entre os
hibridos Bt e o controle em ambos os ensaios. Ferry et al. (2006) nao observaram efeitos negativos
da proteina CrylAc na quantidade de ovos produzidos pelo predador Pterostichus madidus
(Fabricius) (Coleoptera: Carabidae) alimentando-se de larvas de Plutella xylostella (Linnaeus)
(Lepidoptera: Plutellidae). Tian et al. (2013) ndo observaram redugdo na capacidade reprodutiva e
nem na viabilidade dos ovos de Chrysoperla rufilabris (Burmeister) (Neuroptera: Chrysopidae)
alimentadas com lagartas de Trichoplusia ni (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) em brocolis
expressando Cryl Ac e algodio Cryl Ac/Cry2Ab e S. frugiperda em milho CrylF.

Os predadores onivoros podem utilizar polen e néctar como alimento alternativo quando a

disponibilidade de presas ¢ escassa, garantindo a sua sobrevivéncia na cultura ou na paisagem
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marginal as areas agricolas, prevenindo o surto de pragas (Coll e Guershon, 2002), ou como um
suplemento regular para sua dieta alimentar (Lundgren, 2009; Roulston e Cane, 2000; Simpson et al.
2015; Schuldiner-Harpaz e Coll, 2017). O consumo de polen como suplementacdo alimentar esta
presente entre os predadores coccinelideos e dermapteros (Nonino et al. 2007; Pasini et al. 2007,
Schuldiner-Harpaz e Coll, 2017; Tomé, 2018). Assim, esses predadores podem ser mais suscetiveis
aos efeitos das proteinas Bt, por consumirem o polen dessas plantas na sua dieta regularmente, do
que outros predadores que utilizam pdlen apenas como alimento alternativo a dieta a base de presa.
Embora exista uma divergéncia entre os resultados sobre os efeitos das plantas Bt aos inimigos
naturais, existe um beneficio incontestavel da redu¢do no uso de inseticidas nos sistemas agricolas
(Shelton et al. 2002; Lamichhane et al. 2016), que garante a manutencdo desses organismos no
sistema. Além disso, os predadores, assim como os parasitoides, contribuem para o controle de pragas
resistentes a plantas Bt (Romeis et al. 2006). Neste estudo foi confirmada a existéncia de efeitos
negativos para E. annulipes alimentada com poélen e lagartas de S. frugiperda em milho Bt, mas nao
foi observado efeito negativo quando o predador consumiu apenas lagartas de S. frugiperda. Contudo
algumas perguntas ndo foram respondidas em nosso estudo, mas deveriam ser investigadas para
compreensao dos impactos ecoldgicos dos resultados encontrados. Por exemplo: existe o sequestro
das toxinas Bt em E. annulipes? Ocorre transferéncia dessas toxinas durante o cuidado materno
(regurgitacao) de E. annulipes as ninfas recém emergidas? Tais questodes se justificam, haja vista que
estudos anteriores comprovam o sequestro e transferéncia de proteinas Cry em predadores (Zhang et

al. 2006; Paula et al. 2015, Paula et al. 2016).
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2. Consideracoes Finais

Spodoptera frugiperda é a espécie mais representativa nos levantamentos de campo, sendo que
as lagartas sdo tolerantes aos hibridos transgénicos YieldGard e YieldGard VTPRO, no entanto sua
populacdo ¢ suscetivel ao hibrido Viptera. Contudo, no hibrido Viptera houve a ocorréncia de trés
espécies de Leucania e trés espécies de Elaphria, sendo esta a primeira citagdo desses géneros em
milho Bt no Brasil.

As populagdes de parasitoides e predadores foram afetadas negativamente nos hibridos
YieldGard VTPRO e Viptera em campo. Observamos parasitismo em lagartas de S. frugiperda e
Leucania, mas nao foi registrado parasitismo em lagartas de Elaphria.

Em laboratério o hibrido Viptera causou 100% de mortalidade de S. frugiperda, no entanto, as
lagartas sobreviveram aos hibridos Bt YieldGard e YieldGard VTPRO, no entanto esses hibridos
apresentaram efeitos sub-letais no desenvolvimento e fecundidade de S. frugiperda.

Os hibridos transgénicos YieldGard e YieldGard VTPRO causaram maior mortalidade as lagartas
de S. frugiperda parasitadas por C. sonorensis e alteraram o periodo de desenvolvimento larval, pupal,
o peso das pupas ¢ a fecundidade das fémeas do parasitoide, em relagdo ao controle.

A sobrevivéncia do predador E. annulipes, em laboratdrio, foi menor para ninfas e adultos quando
alimentados com dieta mista (polen+lagartas de S. frugiperda), proveniente dos hibridos YieldGard
e YieldGard VTPRO. Além disso, na dieta mista com esses hibridos alterou negativamente o tempo

de desenvolvimento ninfal € o nimero de ovos produzidos.
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