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RESUMO
Em alguns paises, a utilizagdo de cultivares transgénicos de milho, algodao e soja aumentou bastante
nos ultimos anos, alcangcando niveis de ado¢do acima de 90% em muitas regides, impondo intensa
pressao de sele¢do para resisténcia nas populagdes dos insetos alvo. A lagarta-do-cartucho, Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), ¢ um inseto polifago e migratorio de importancia
econdmica global. Suas populagdes no Brasil representam um dos principais alvos de controle das
proteinas inseticidas (toxinas) de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) produzidas em cultivares
transgénicos. Além disso, a maioria desses cultivos recebem aplicagdes de inseticidas sintéticos contra
um universo complexo de insetos-praga e ¢ baixa a adogdo de areas de refugio ndo-Bt. Diversos
cultivares de milho Bt das primeira e segunda geracdes (com toxinas Cry tais como CrylF, CrylAb e
CrylA.105 + Cry2Ab2) perderam eficacia contra populacdes de S. frugiperda pela selecdo de
resisténcia a Bt. Atualmente, relatos levam a suspeita que falhas de controle da S. frugiperda associadas
ao evento de resisténcia também acomete as atuais cultivares de milho Bt de terceira geragdo, que
produzem conjuntamente as toxinas Vip e Cry. Apesar da toxina Vip originalmente apresentar eficacia
contra as lagartas resistentes as toxinas Cry, pelo menos as lagartas nos estagios iniciais, a perda da
eficdcia dessas toxinas torna os milhos Bt Vip/Cry mais vulneraveis a sele¢ao de resisténcia a Bt nas
populacdes de S. frugiperda. Assim, ¢ crucial obter dados regionais e confidveis da suscetibilidade das
populagdes do inseto para informar tomadas de decisdo sobre praticas de manejo. O primeiro objetivo
neste estudo foi investigar o status de suscetibilidade de populagdes de campo de S. frugiperda de
locais com pressao de selecdo com milho Bt Vip/Cry por mais de cinco anos. Utilizou-se bioensaios
de tempo-mortalidade com lagartas de terceiro instar descendentes F; de seis populacdes coletadas em
campos de milho da regido MATOPIBA, uma fronteira agricola tropical que abrange quatro estados
brasileiros, Maranhdo, Tocantins, Piaui e Bahia. Os insetos foram avaliados em bioensaios
longitudinais tempo-mortalidade. O tempo para morte das lagartas de terceiro instar de S. frugiperda
foi relativamente curto, com taxas de mortalidade de 98-100% em menos de cinco dias,
independentemente do hibrido de milho Bt contendo trés combinacdes de Cryl Ab, CrylF, Cry2Ab e
Vip3Aa. No entanto, o tempo médio de sobrevivéncia (STso) das lagartas diferiu entre as populagdes,
com os valores mais baixos e mais altos de STso ocorrendo para as populacdes PI-Cr (42 h ou 1,75
dias) e PI-Ur (66-90 h ou 2,75-3,75 dias), respectivamente. Portanto, as lagartas de terceiro instar da
geragdo Fi das populacdes de S. frugiperda foram suscetiveis a folhagem de milho que produz
Vip3Aa/Cry, e a suscetibilidade mais contrastante ocorreu nos insetos do estado do Piaui. Esses
resultados indicam que a progénie de S. frugiperda de éareas altamente pressionadas com hibridos de
milho Bt Vip3Aa/Cry ¢ morta na folhagem de milho que produz proteinas Bt Vip3Aa e Cry, apesar dos
relatos de campo de aumento de injurias foliares pelas lagartas em algumas localidades. Diante desses
resultados e das reclamagdes de produtores e técnicos, surgiu o questionamento se ha alteracdo na
suscetibilidade as toxinas Bt em outros instares larvais do inseto, principalmente aqueles mais tardios,
supostamente mais tolerantes a Bt. Assim, o segundo capitulo teve por objetivo investigar se ha
variagdo na sobrevivéncia larval do primeiro ao quarto instar das lagartas de S. frugiperda, utilizando
a geracdo F; de cinco populagdes geograficamente distintas coletadas em campos de milho da regido
do MATOPIBA. Observou-se variacao na suscetibilidade nos demais instares avaliados, evidenciada
nas curvas de sobrevivéncia e na mortalidade apos sete dias de contato das lagartas com a folhagem
dos milhos Bt. As maiores variagdes € o menor percentual de mortalidade foram encontrados na
populacdo da Bahia de quarto instar e na populagdo de Piaui-Ur no primeiro e quarto instar e houve
heterogeneidade no padrao de mortalidade entre os instares dependendo do tipo milho Bt e da
populagdo do inseto. Portanto, ndo se detectou diminuicao da suscetibilidade dos insetos nos instares
tardios, reforcando a conclusao geral de suscetibilidade das populacdes coletados nos estados do
MATOPIBA. Os resultados deste estudo auxiliam no entendimento do risco de evolu¢ao da resisténcia
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a Vip3A e no refinamento de modelos matematicos para o uso sustentdvel das culturas Bt, ferramenta
de manejo de insetos segura a saude humana e ao meio ambiente. Mais estudos serdo necessarios para
investigar a indesejavel presenca e injuria de S. frugiperda nos cultivos de milho a geragdo de
ferramentas para o manejo da resisténcia de S. frugiperda ao milho Bt.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho. Manejo de insetos. Matopiba. Proteinas inseticidas. Zea mays.
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1 INTRODUCAO GERAL
A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), ¢

uma praga polifaga, de comportamento migratorio e versatil que ataca estagios vegetativos e
reprodutivos de diversas culturas e plantas silvestres (Montezano et al., 2018; Kenis et al., 2023).
Spodoptera frugiperda constitui uma preocupagdo global devido a sua capacidade migratoria e
polifagia. Embora nativa das Américas, o inseto se espalhou mundialmente, invadindo recentemente a
Africa, Asia e a Australia e esta presente em mais de duzentos paises (Wan et al., 2021; Kenis et al.,
2023). Desde meados dos anos 2000 que cultivares de milho e algodao transgénicos produzindo
proteinas inseticidas com Bacillus thuringiensis (Bt) tém sido o principal método de controle para essas
duas culturas nas Américas (ISAAA, 2019; Huang, 2021).

Antes do uso de culturas transgénicas, o controle de S. frugiperda nas Américas baseava-se
principalmente em inseticidas sintéticos e, ao longo dos anos, populagdes resistentes deste inseto foram
selecionadas a muitas das principais classes de inseticidas (Pitre, 1988; Yu, 1991; Berta et al., 2000;
Belay, 2012; Bernardi et al, 2016a; Gutiérrez-Moreno et al., 2019), incluindo carbamatos,
organofosforados e piretroides (Sogorb et al., 2002). Atualmente, muitos paises, principalmente o
Brasil, adotaram culturas transgénicas que expressam proteinas Bt para o manejo desse inseto (Huang,
2021). Devido a adocdo em larga escala dessas culturas, em muitas regides, alcancando mais de 90%,
¢ intensa a pressao de selecdo para resisténcia e populacdes de S. frugiperda as proteinas Bt. De fato,
ocorreu rapido o surgimento de resisténcia em populagdes de S. frugiperda ao milho Cry1F (tecnologia
TC1507 ou Herculex) com problemas de controle em campo em Porto Rico, nos EUA continental,
Brasil e Argentina (Storer et al., 2010; 2012; Farias et al., 2014; Huang et al., 2014; Bernardi et al.,
2016b; Omoto et al., 2016; Chandrasena et al., 2018; Amaral et al., 2020; Huang, 2021).

Estudos anteriores mostram resultados sobre a suscetibilidade ou resisténcia de populagdes de
campo de S. frugiperda em relagdo a caracteristicas de milho Bt simples (de uma toxina Bt) e
piramidado (contendo combinagdes delas). Ha evidéncias de resisténcia a proteina CrylF em larga
escala nas populacdes das Américas, além de resisténcia cruzada ao milho CrylA.105/Cry2Ab2
(tecnologia PRO) (Bernardi et al., 2015; Santos-Amaya et al., 2015). Alguns estudos relatam
suscetibilidade as proteinas Cry2A e Vip3Aa20 (Huang et al., 2014). Por exemplo, Li et al. (2016)
avaliaram populagdes de S. frugiperda, relatando suscetibilidade a Cry2A e Vip3Aa20, mas resistentes
aCryl1A.105 e Cry1F. Uma investigagao similar foi conduzida utilizando o milho, contendo Vip3Aa20
e Cryl Ab, todas as populacdes foram suscetiveis as combinagdes de toxinas que continham Vip3Aa20
(Yang et al., 2013). Zhu et al. (2019) avaliaram a sobrevivéncia e estimaram o nivel de dominancia
efetiva da resisténcia de trés genotipos diferentes de S. frugiperda: um suscetivel a Bt, um resistente

aos genes duplos CrylA.105/Cry2Ab2, e linhas heterozigotas F; em cinco hibridos de milho
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piramidados expressando proteinas CrylA, Cry2A, CrylF, e Vip3, concluindo que a Vip3Aa20 ¢ a
unica proteina completamente ativa contra a S. frugiperda.

O método de bioensaio com tecido foliar de milho ¢ comumente usado em estudos relacionados
a resisténcia a Bt. Horikoshi er al. (2021) testaram a eficacia de um cultivar expressando os genes
duplos CrylB.868 e CrylDa 7, e linhas experimentais de genes unicos expressando Cry1B.868 ou
CrylDa_7 em uma populagdo de S. frugiperda suscetivel no Brasil, mostrando controle satisfatorio.
Outro estudo realizado no Brasil, em 2015, determinou a suscetibilidade de populac¢des de campo de
S. frugiperda a Cryl Ab usando o método de bioensaio de tecido foliar, com eficacia de controle em
torno de 88,4% em 5 dias (Omoto ef al., 2016). Nos EUA, Niu et al. (2018) avaliaram o desempenho
de S. frugiperda expostas ao cultivar contendo as proteinas Cryl A.105/Cry2Ab2 usando bioensaio de
tecido foliar para acessar os custos de adaptagdo e niveis de dominancia da resisténcia.

O somatoério das investigagdes realizadas em diferentes partes do mundo mostrou que a
resisténcia a CrylF nas lagartas ¢ completamente superada pela eficiéncia de controle devido a
auséncia de resisténcia cruzada nas plantas que produzem Vip ou em bioensaios com a proteina Vip
purificada. Isso foi evidéncia para propor que a proteina Vip pode ser usada para manejar a resisténcia
a Cry em S. frugiperda e as empresas optaram pela estratégia da “piramidizacdo” dessas proteinas nas
plantas. E importante ressaltar que a estratégia de piramidizagdo de genes para o manejo de resisténcia
necessita de uma selecao cuidadosa de genes Bt a serem empilhados (piramidados) nas plantas (Niu et
al.,2013; Bernardi et al., 2015; Santos-Amaya et al., 2022).

Estudos sobre o status da susceptibilidade e/ou resisténcia a Bt em populagdes de S. frugiperda
no Brasil tém como objetivo avaliar os niveis atuais de resisténcia/suscetibilidade nas principais
regides produtoras de milho. Além disso, esses estudos procuram analisar as correlacdes entre
resisténcia/suscetibilidade e varios fatores potencialmente associados a selecdo de populagdes
resistentes. Esses fatores incluem a raga/gendtipo de S. frugiperda que ocorre localmente (raga milho
versus arroz), pressao de selecdo das culturas Bt, padroes de migragdo, historico de plantio de culturas
Bt, localizacdo geografica e habitos de sobrevivéncia dos insetos na entressafra.

Compreender as mudangas na suscetibilidade as toxinas Bt durante o desenvolvimento larval
nas populagdes S. frugiperda pode ajudar a prever o desempenho de certas configuragdes de refugio e
outras estratégias para o manejo da resisténcia em areas de agricultura tropical, com alta incidéncia de
S. frugiperda. No presente estudo foi avaliado se ha alteragdes na suscetibilidade a toxina Bt durante
o desenvolvimento larval, da geragdo Fi, em diferentes populagdes de S. frugiperda coletadas em uma
regido de fronteira agricola tropical que abrange quatro estados brasileiros, Maranhao, Tocantins, Piaui
e Bahia (MATOPIBA).

O primeiro objetivo foi coletar populagdes de campo de S. frugiperda em diferentes locais da
regido do MATOPIBA, e realizar bioensaios laboratoriais, com lagartas de terceiro instar da geracao
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Fi, para determinar a susceptibilidade a cultivares de milho contento as combinagdes das proteinas Bt
(CrylF, CrylA.105, CrylAb, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Vip3Aa20). A partir dos resultados obtidos, foi
levantada a pergunta, se ha variagdo na suscetibilidade a toxina Bt nos diferentes instares larvais.

O conhecimento gerado a partir destes estudos auxiliardo no entendimento do status atual e os
fatores relacionados ao manejo de S. frugiperda, e assim preservar a tecnologia de culturas Bt para o

controle de S. frugiperda na regido do MATOPIBA, no Brasil e no mundo.

2 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Foi realizado um estudo sobre a sobrevivéncia de lagartas de S. frugiperda em folhagem de
milho Bt Vip3Aa20/Cry e controle, ndo-Bt, em sistema de blocos casualizados. Para isso, usamos
cultivares isogénicos do milho (i.e., que tem mesmo fundo genético, exceto pelo transgene inserido no
genoma do milho Bt). O milho Bt foi plantado em casa de vegetagdo para ser utilizado nos bioensaios.
As lagartas foram coletadas em campos de milho e mantidas em laboratdrio, alimentadas com dieta
artificial até completarem o ciclo. Da mesma forma que as neonatas foram mantidas em dieta artifical
até atingirem o terceiro instar. Foram usadas populagdes de lagartas coletadas na regido de Balsas/MA,
Porto Nacional/TO, Baixa Grande/PI, Currais/PI, Urugui/PI e Luis Eduardo Magalhiaes/BA para os
ensaios com lagartas de terceiro instar. Individuos de populagdes da regido do MATOPIBA foram
usadas para o trabalho. Esse esfor¢co amostral foi concentrado nas safras 2/2021, 1/2022 e safra 2/2022,
o que corresponde aproximadamente a primeira e segunda safras no Brasil.

Foi mensurada a sobrevivéncia e o tempo letal mediano das lagartas de terceiro instar da
geracdo F; das populagdes coletadas nos campos de milho da regido do Matopiba, semelhante a
metodologia de Tavares et al., (2021).

Na segunta etapa, foram realizados os ensaios com os demais instares utilizando as mesmas
populacdes, com coletas realizadas nas safras 2022/2023 e 2023/2024, exceto a populacido de Baixa
Grande/PI. Nesta etapa foram realizadas as curvas de sobrevivéncia e tempo de mortalidade, para

comparar a suscetibilidade entre instares e entre populagdes.

3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 ACULTURA DO MILHO

A cultura do milho (Zea mays L.) se tornou a mais cultivada em todo o mundo (Hailu et al.,
2018; Niassy et al., 2021). sendo uma espécie pertecente a familia Gramineae/Poaceae, com grande
capacidade de se adaptar aos mais variados tipos de clima e altitude favorecendo o seu cultivo em
diversas partes do mundo (Barros, 2014). Os Astecas, Incas e Maias o consideravam como uma planta
sagrada, sendo usado como alimento e oferenda aos deuses. O cultivo de milho no Brasil foi praticado
inicialmente pelos indigenas, que usavam para a sua alimentacédo (Cruz, 2008).
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A producdo de milho foi alavancada de 20 milhdes de toneladas na década de 70, para cerca de
131 milhdes de toneladas na safra 2022/23, com uma area plantada de 45,7 milhGes de hectares na
safra 2023/24 (CONAB, 2024). Atualmente, o milho é cultivado tanto para a alimentacdo humana
como animal, sendo que, cerca de 70% da producdo mundial e de 70 a 80% da producédo nacional de
milho é utilizada na alimentacdo de aves e suinos (Cruz, 2008; CNA, 2023). Os maiores produtores
mundiais de milho sdo os Estados Unidos, China e Brasil (CONAB, 2024).

Este aumento crescente na area plantada com a cultura do milho tem levado ao surgimento de
muitas pragas, sendo que a lagarta-do-cartucho, S. frugiperda, atualmente € considerada como a
principal praga da cultura do milho em todos os Continentes onde a cultura esta presente (Goergen et
al., 2016). Diante do grande numero de pragas na cultura do milho, criou-se variedades de milho
geneticamente modificadas (GM) a fim de que se possa combater o ataque destes insetos, diminuindo
0 uso de produtos quimicos. Para o plantio da safra 2019/2020 no Brasil, foram apresentados 196
cultivares de milho, sendo 131 cultivares transgénicos e 65 cultivares convencionais (Schuster;
Rodrigues; Linares, 2022). Podem ser selecionadas populag¢Ges de insetos resistentes aos ingredientes
ativos, como o lambda-cialotrina, clorpirifos, espinosade e lunofuron (Burtet et al., 2017).

3.1.1 A tecnologia Bt

O Bacillus thuringiensis (Berliner) é uma bactéria Gram Positiva, em forma de bastonete e que
vive no solo, produtora de toxinas que apresentam atividades contra protozodarios, dcaros, nematoides
e insetos (Baranek et al., 2017). Esta bactéria foi descoberta na Alemanha em 1911, passando a ser
usada como inseticida na Franca, em 1938 e nos EUA, na década de 1950 (Luthy ef al., 1982). E uma
bactéria aerdbica, capaz de produzir proteinas inseticidas durante o processo de esporulagdo (Tetreau,
2018), como cristais parasporais (Cry) e proteinas vegetativas inseticidas (VIP) que sdo altamente
especificos para o inseto-alvo, sendo que ¢ uma proteina biodegradavel (Baranek; Konecka;
Kaznowski, 2017) e segura para humanos, plantas e outras classes de animais vertebrados (Monnerat
et al., 2006). Utilizando esta proteina inseticida, através do emprego da tecnologia do DNA
recombinante criou-se plantas transgénicas resistentes a insetos, como a lagarta-do-cartucho. Dentre
as bactérias toxinogénicas que visam o controle a insetos-praga, o B. thuringiensis €, sem duvida, o
mais estudado, certamente por ser o mais utilizado no controle de pragas agricolas (Tetreau, 2018).

Esta bactéria, durante o processo de esporulacao, produz uma proteina cristalina toxica a
insetos, as quais sdo toxinas de alta especificidade que se ligam a receptores na parede do intestino
médio de insetos permitindo a oligomerizag¢ao da proteina inseticida, causando a formagao de poros e
a consequente perfuracdo do intestino (Tetreau, 2018) levando os individuos a morte. Sao conhecidas
como proteinas Cry ou d-endotoxinas, estes cristais sao formados de uma ou varias proteinas que sao

toxicas a varias ordens de insetos, como por exemplo, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera e
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Lepidoptera. Atualmente, mais de 70 grupos diferentes de toxinas Cry sdo conhecidas, com mais de
770 sequéncias génicas descritas (Crickmore ef al., 2021). H4, também, secre¢do de proteinas
inseticidas produzidas pelo B. thuringiensis, que inclui 4 grupos de proteina vegetativa inseticida (Vip)
e um grupo de proteina inseticida secretada (Sip) (Crickmore et al., 2021).

A primeira modificacdo genética em plantas aconteceu em 1985, em plantas de tabaco
(Martineau, 2001) e a primeira variedade de milho GM aconteceu em 1996 (Storer et al., 2010) para
combater insetos-praga no Continente Europeu. A modificagdo genética da cultura do milho foi feita
com a introducdo de um gene oriundo da bactéria B. Thuringiensis (Bortolotto et al., 2016). O uso de
culturas Bt vem desde o ano de 1996, com o emprego de genes bacterianos em plantas de milho para
expressar proteinas do B. thuringiensis contra insetos-praga, o que tem contribuido grandemente para
a reducdo das aplicagdes de diferentes inseticidas, reduzindo danos ao meio ambiente (Bortolotto et
al., 2016). No entanto, alguns insetos tém conseguido formar populaces resistentes a tecnologia Bt,
0 que tem levado ao aumento das aplicacdes de inseticidas contra a lagarta-do-cartucho em culturas de
milho Bt (Burtet et al., 2017). Para reduzir a velocidade com que essa resisténcia se desenvolve, uma
das medidas recomendadas é o plantio de refugio. Isso envolve criar areas com safras ndo Bt ao lado
das areas com milho Bt (Fatoretto et al., 2017).

Proteinas inseticidas Bt Cry1Ab, CrylF, CrylA.105, Cry2Ab2 e Vip3 Aa20 foram inseridas em
plantas de milho (milho Bt) para proteger contra uma ampla gama de pragas de lepidopteros (ISAAA,
2023). A proteina Bt Cry1Ab, nos eventos de milho MONS810 ou Btl1, foi a primeira a ser implantada
nas Américas contra a lagarta-do-cartucho (Fatoretto et al., 2017). Subsequentemente, o evento do
milho TC1507 Bt, produzindo a proteina inseticida Cry1F de B. thuringiensis aizawai, foi introduzido
no mercado (Storer et al., 2012; Fatoretto et al., 2017). Quase simultaneamente, Cry2Ab2, derivado
de B. thuringiensis kurstaski e CrylA.105, uma quimera sintética de CrylAb, CrylAc e CrylF,
também foram introduzidas no evento transgénico MON89034 (EPA, 2012; Carriére et al., 2020). Por
ultimo, a proteina Bt Vip3Aa20, derivada da cepa AB88 de B. thuringiensis e produzida em evento
transgénico de milho MIR162, foi lancado no mercado (Fatoretto et al., 2017) e tem se tornado cada
vez mais adotado no Brasil desde 2018, apds sua incorporagao nos hibridos de milho de elite (Schuster;
Rodrigues; Linares, 2022).

O uso das proteinas inseticidas Bt, sejam elas utilizadas em biopesticidas ou em cultivares
transgénicas, representam uma ferramenta segura de manejo de pragas devido a sua toxicidade
especifica contra organismos-alvo (Raymond et al., 2010; Goémez et al., 2014). No entanto, a selegao
da resisténcia nas populagdes de pragas € a principal ameaca a sustentabilidade das tecnologias Bt para
manejo de pragas, especialmente a lagarta-do-cartucho do milho, que ¢ inerentemente menos suscetivel
a muitas toxinas Bt (Adang et al., 2014; Gomez et al., 2014; Carriere et al., 2016; Fatoretto et al.,
2017). A eficacia dos hibridos de milho Bt produzindo proteinas Bt Cry ja haviam diminuido contra a
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lagarta-do-cartucho, e a homologia estrutural destas proteinas € propicio a resisténcia cruzada entre
elas (Adang et al., 2014; Bernardi et al., 2015; Carriére et al., 2016). Isso contrasta com Vip e Cry, que
pode se ligar a locais distintos em receptores de proteinas no intestino do inseto (Adang et al., 2014;
Carriére et al., 2016; Nufiez-Ramirez et al., 2020).

O Brasil € o segundo pais que mais utiliza culturas expressando a tecnologia Bt no mundo (52,8
milhdes de ha), com cerca de 16,6 milhdes de hectares plantados com milho Bt em 2019 (Schuster;
Rodrigues; Linares, 2022), alcangando percentuais totais da area plantada de 82, 79 e 62% de algodao,
milho e soja, respectivamente (CIB, 2019). Nos ultimos anos o uso de culturas Bt tem se tornado cada
vez mais frequente, na busca por uma alternativa de combate da S. frugiperda (Amaral et al., 2020),
com o minimo de uso de produtos quimicos.

A larga utilizacdo de culturas Bt, no Brasil, associada a baixa ado¢ao de refugio tem contribuido
para a rdpida sele¢do de resisténcia pela S. frugiperda as proteinas Cryl (Santos-Amaya et al., 2016;
Amaral et al., 2020). Os primeiros relatos de resisténcia da S. frugiperda a proteina CrylFa na cultura
do milho Bt aconteceu em Porto Rico, no ano de 2006, tendo sido confirmado em 2010, levando a
retirada das cultivares de milho expressando esta proteina do mercado porto-riquenho (Flagel et al.,
2018). Os insetos apresentam indices de resisténcia cruzada as proteinas inseticidas Bt Cryl e Cry2
(Amaral et al., 2020).

Atualmente, a nova tecnologia Vip3Aa20, também originaria do B. thuringiensis, estd se
mostrando bastante eficiente em culturas de milho Bt (segunda geragdo) e algodao (terceira geragao)
(Yang et al., 2019; Amaral et al., 2020). Até agora, ndo foram registrados casos de resisténcia cruzada
de insetos a essa proteina e as proteinas Cry usadas comercialmente (Amaral ef al., 2020). Como a
resisténcia dos insetos as proteinas Cry se desenvolveu rapidamente, € crucial adotar boas praticas de
manejo para evitar que 0 mesmo aconteca com a nova proteina (Santos-Amaya et al., 2016).

No Brasil, que ¢ o segundo maior produtor de milho Bt no mundo, a grande area ocupada por
culturas Bt pode dificultar a implementagao uniforme de estratégias de manejo de resisténcia em todas
as regioes (Santos-Amaya et al., 2016). No entanto, conhecer a distribuicdo geografica do alelo de
resisténcia da lagarta-do-cartucho a proteina Vip3Aa20 pode ajudar as empresas a aplicar estratégias
de manejo de resisténcia de forma mais direcionada e eficiente (Amaral et al., 2020).

Wang et al. (2019) destacam a importancia de tecnologias como o Bt em paises com clima
tropical e subtropical, onde essas condigdes favorecem a reproducdo da lagarta-do-cartucho. Esse
inseto pode se reproduzir varias vezes ao ano e em diferentes tipos de plantas. No entanto, essa alta
taxa de reproducdo pode levar a selecdo de resisténcia, tanto a inseticidas quimicos quanto a propria
tecnologia Bt. Por isso, é crucial buscar constantemente novas proteinas inseticidas, ja que a lagarta-

do-cartucho esta sempre evoluindo para se adaptar a esses métodos de controle.
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A disseminacdo e selecdo da resisténcia da lagarta-do-cartucho no campo podem ser
influenciadas por varios fatores, como a producdo de varias geracdes durante o ano (Santos-Amaya et
al., 2016), o comportamento migratério do inseto e praticas inadequadas de manejo ou plantio

insuficiente de areas de refugio (Chandrasena et al., 2018).

3.2 SPODOPTERA FRUGIPERDA

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), ¢
origindria de regides tropicais e subtropicais das Américas e estd presente em todo o Continente
Americano (Flagel et al., 2018), tendo grande importancia econdmica para a agricultura em todo o
mundo (Kenis, 2023). S. frugiperda ¢ polifaga e se alimenta de cerca de 353 espécies vegetais,
incluindo o milho, milheto, arroz, sorgo, trigo, soja, algodao, alfafa, dentre muitas outras (Montezano
et al., 2018). Ela recebe o nome de lagarta-do-cartucho por ter preferéncia pelo cartucho de plantas de
milho (Fernandes et al., 2018). No Brasil ela se tornou uma das mais importantes pragas do milho,
sendo que no estagio larval, se alimentam, especialmente, do cartucho das plantas de milho (Araujo et
al., 2014), podendo causar prejuizo de até 57% na lavoura (Burtet et al., 2017). Mas também se
alimenta das plantas de milho em todas as fases do desenvolvimento, podendo atacar inclusive o caule
das plantas jovens (Mendes ef al., 2011).

Este inseto possui ciclo de desenvolvimento passando por ovo, lagarta, pupa e adultos (Silva et
al., 2017). Rosa et al. (2012) observaram que o periodo de incubagdo dos ovos de S. frugiperda na
temperatura de 25 £ 1 °C, variou de 2,8 a 3,3 dias, a fase de lagarta apresentou uma variagdo de 10,7 a
21,7 dias. Ja o estagio de pré-pupa teve uma duracdo de 1,89 dias. A fase pupal apresentou uma duragao
aproximada de 8,54 dias e a longevidade dos adultos variou em torno de 21,41 dias a uma temperatura
de 25 £ 2 °C (Silva et al., 2017). A duracao da fase de pré-oviposicao variou de 0 a 10,7 dias e a
longevidade teve a sua duracdo variando de 21,3 a 45,7 dias (Rosa et al., 2012). Considerando que este
inseto possui um ciclo relativamente curto, € polifago e algumas regides brasileiras plantam até trés
safras por ano (Santos-Amaya et al., 2016), sdo condigdes que favorecem grandemente a reproducao
da lagarta-do-cartucho durante todo o ano, podendo, uma unica fémea produzir cerca de 1.800 ovos
durante a fase adulta do seu ciclo (Rosa ef al., 2012). As fémeas costumam por 0s seus ovos na parte
superior das folhas de milho e ap6s a eclosdo os neonatos migram para o verticilo da planta (Harrison
etal.,2019)

Atualmente, este inseto se tornou a principal praga do milho e do algodao nos Estados Unidos,
Brasil, dentre outros paises em todo o mundo (Flagel et al., 2018). A partir de 2016, ha relatos da
presenca desta praga nos campos de milho em vérios paises da Africa (Goergen et al., 2016) e logo em
seguida na Asia (Rwomushana et al., 2018), em 2020 chegou na Oceania (ABC News, 2020) ¢ em
2022 chegou na Nova Zelandia e algumas ilhas Pacificas (CABI, 2023), causando grandes perdas em
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todos estes lugares. Scoton et al. (2020) encontraram danos significativos em plantas de milho
expressando as tecnologias Herculex® e VT PRO 3®, enquanto as plantas de milho com a tecnologia
Leptra® e Viptera 3® se mostraram eficientes para o controle da lagarta-do-cartucho. Danos causados
por esta praga na cultura do milho podem levar a perdas de até 53% da producdo desta cultura

(Prasanna et al., 2018).

3.2.1 Controle da Spodoptera frugiperda na cultura do milho

Durante décadas, o controle efetivo dessa praga foi realizado principalmente com o uso de
produtos quimicos sintéticos, como carbamatos, organofosforados e piretréides (Valicente; Barreto,
2003; Barcelos; Angelini, 2018). No entanto, a aplica¢do de inseticidas quimicos contra a lagarta-do-
cartucho nem sempre ¢ eficiente. Isso pode ocorrer devido ao método de aplicagdo inadequado ou ao
fato de que as larvas ja estdo em um estagio de desenvolvimento avancado, o que reduz sua
suscetibilidade aos produtos (Rwomushana et al., 2018). Com o desenvolvimento, apds a formagao do
cartucho nas plantas de milho, a S. frugiperda se aloja no seu interior, dificultando o controle quimico,
que ¢ o mais utilizado pelos produtores, Além disso, muitas vezes nas populacdes sdo selecionados
individuos resistentes a estes produtos e, neste sentido, as tecnologias voltadas ao Bt se sobressaem,
evitando que ocorra danos ao meio ambiente, a saide humana e retardando o desenvolvimento de
resisténcia pela praga (Yang et al., 2016).

O uso de pesticidas quimicos também tem o efeito colateral de eliminar os inimigos naturais
das pragas, o que reduz o controle natural sobre a S. frugiperda (Burtet et al., 2017). Em resposta a
esses desafios, biopesticidas a base de microrganismos entomopatogénicos, como fungos,
protozoarios, nematoides e virus, tém sido utilizados no controle da lagarta-do-cartucho. Atualmente,
sdao conhecidas mais de 14 espécies desses microrganismos (Molina-Ochoa et al., 2007). Estratégias
como o uso de ervas daninhas, usados por pequenos pordutores, entre as culturas devem ser mais
testadas, pois podem ser muito eficientes no combate a lagarta-do-cartucho (Harrison ef al., 2019).
Elas proporcionam o ambiente para o surgimento de ninhos e habitat para os inimigos naturais desta
praga (Harrison et al., 2019).

Outro método de controle € o uso de parasitdides e predadores, com mais de 150 espécies de
varias ordens identificadas em todo o mundo (Hruska, 2019). Pequenos produtores também adotam
uma técnica alternativa, que consiste em usar solo, areia, cinza ou serragem no verticilo das plantas de
milho para desidratar as lagartas em seu primeiro estagio de desenvolvimento (Tambo et al., 2020).

Atualmento, além dos métodos alternativos de controle ja citados, o uso de plantas
geneticamente modificadas a base de genes do Bacillus thuringiensis, popularmente conhecidos como
plantas Bt, produzindo proteinas inseticidas Cry e/ou Vip (Angelo et al., 2010). A inser¢ao de genes
Bt na cultura do milho conferiu um alto padrao de resisténcia das plantas a algumas espécies de
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lepiddpteros, como a lagarta-do-catucho (Huang et al., 2002). Os pesticidas quimicos e as proteinas
inseticidas obtidas do B. thuringiensis, familias Cry e Vip, expressadas em plantas geneticamente
modificadas (Bt) t€ém sido largamente utilizados no controle de insetos da ordem Lepidoptera, desde
1996 (Tabashnik et al., 2008). De acordo com Flagel et al. (2018), a introdugao do uso de culturas Bt
representou um avango significativo, uma vez que as proteinas das familias Cry1 e Cry2 se mostraram
bastante eficientes contra a lagarta-do-cartucho, principalmente as proteinas CrylFA, CrylA.105,
Cry2Ab2 e a Cryl Ab, com menor eficacia. O monitoramento da evolugdo de resisténcia de populacio
de campo de espécies de insetos ¢ indispensavel no manejo de resisténcia a inseticidas (MIR) para a
manuten¢ao da tecnologia (Yang et al., 2017; 2020).

Diante da ampla ocorréncia de resisténcia de S. frugiperda a proteina CrylF, a proteina Cry2A
foi a que mais apresentou durabilidade antes do lancamento das plantas expressando a proteina
VIP3Aa. Os ultimos estudos tém mostrado que as proteinas VIP3Aa sdo altamente eficazes no controle
a S. frugiperda no milho e algodao e a Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae), no algodao
(Chen et al., 2019). Sendo assim, as variedades de milho Bt expressando as proteinas Cry, em algumas
regides do Brasil, chegam a receber até trés aplicacdes de inseticidas para alcangar o resultado
pretendido (Fatoretto et al., 2017) e, atualmente, estdo cedendo espago para as cultivares expressando

as proteinas Vip3Aa20, que ainda ndo tém relato de insetos resistentes em campo.
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