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RESUMO

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) ¢ uma das principais pragas
da agricultura tropical, ocasionando elevados prejuizos economicos, sobretudo em lavouras de
milho Zea mays L., e algodao Gossypium hirsutum L. O cultivo de plantas geneticamente
modificadas para expressar proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis (Bt) consolidou-se
como uma ferramenta essencial no manejo deste inseto. Entretanto, a rapida evolucdo da
resisténcia tem comprometido a eficacia e a sustentabilidade dessa tecnologia de manejo. Este
estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes piramidagdes de proteinas Bt (Cryl,
Cry2 e Vip3A) em cultivares de milho e algodao Bt. Os bioensaios de tempo-mortalidade foram
conduzidos com larvas de terceiro instar, provenientes de populagdes de campo coletadas na
Fazenda Estrela na serra do Quilombo no municipio de Bom Jesus- Pi (Latitude: -9,216754;
Longitude: -44,916791). Essas lagartas foram mantidas em uma criacdo no Laboratorio de
Prote¢do de Plantas- UFPI/CPCE para obten¢do das geragdes a serem utilizadas no estudo. Para
a realizagdo dos bioensaios as lagartas foram alimentadas com folhas de cultivares que
expressaram distintas combinagdes de proteinas Bt. Assim, para os cultivares de milho foram
avaliados sete tratamentos, incluindo o tratamento controle: (1) Nao-Bt (controle); (2)
CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa + Cry3Bbl; (3) CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa; (4) CrylF
+CrylA.105 + Cry2Ab2; (5) Cryl1F + Cryl Ab + Vip3Aa; (6) CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2+
Vip3Ae (7) CrylAb + Vip3A, e para o algodao foram conduzidos cinco tratamentos: (1) Nao-
Bt (controle); (2) CrylAb + Cry2Ae + Vip3A; (3) CrylAc + Cry2Ab2 + Vip3A; (4) CrylF +
CrylAc + Vip3A e (5) CrylAc + Cry2Ab2, totalizando doze tratamentos com 6 repeti¢des
cada. A andlise estatistica foi realizada por meio de GLM e teste de Duncan (p < 0,05), com
curvas de sobrevivéncia estimadas pelo método de log-rank e valores de STso, no software R.
Os resultados demonstraram que as piramidacdes contendo Vip3A apresentaram eficiéncia na
mortalidade significativamente superior. No algoddo, a combinacdo CrylAc + Cry2Ab2 +
Vip3A destacou-se, atingindo 50% de mortalidade apds trés dias. No milho, as piramidagdes
CrylA.105+ Cry2Ab2 + Vip3Aae CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa + Cry3Bb1 foram as mais
eficazes, com mortalidade final entre 68% e 66%, respectivamente. Em contraste, combinagdes
contendo Cry1F exibiram baixa eficacia de mortalidade, o que indica resisténcia ja estabelecida
em populagdes de campo. Esses resultados evidenciaram que a proteina Vip3A ¢ essencial para
a durabilidade das tecnologias Bt, devido ao modo de agdo e a auséncia de resisténcia cruzada
com proteinas Cry, o que pode ser priorizada em estratégias de piramidacdo integradas ao
manejo sustentavel de S. frugiperda.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, Culturas transgénicas, Lagarta-do-cartucho, Proteinas
inseticidas, Resisténcia de insetos.



ABSTRACT

The fall armyworm Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) is one of the main pests of
tropical agriculture, causing severe economic losses, especially in maize (Zea mays L.) and
cotton (Gossypium hirsutum L.) crops. The cultivation of genetically modified plants
expressing insecticidal proteins from Bacillus thuringiensis (Bt) has become an essential tool
in the management of this pest. However, the rapid evolution of resistance has compromised
the effectiveness and sustainability of this management technology. This study aimed to
evaluate the efficiency of different Bt protein pyramids (Cryl, Cry2, and Vip3A) in Bt maize
and cotton cultivars. Time—mortality bioassays were conducted with third-instar larvae from
field populations collected at Fazenda Estrela, Serra do Quilombo, in the municipality of Bom
Jesus, Piaui, Brazil (Latitude: -9.216754; Longitude: -44.916791). These larvae were
maintained in a colony at the Plant Protection Laboratory — UFPI/CPCE to obtain the
generations used in the study. For the bioassays, larvae were fed with leaves from cultivars
expressing different combinations of Bt proteins. For maize cultivars, seven treatments were
evaluated, including the control: (1) Non-Bt (control); (2) Cryl1A.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa +
Cry3Bbl; (3) CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa; (4) CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2; (5) Cry1F
+ Cryl Ab + Vip3Aa; (6) CrylF + Cryl1A.105 + Cry2Ab2 + Vip3A; and (7) CrylAb + Vip3A.
For cotton cultivars, five treatments were tested: (1) Non-Bt (control); (2) CrylAb + Cry2Ae +
Vip3A; (3) CrylAc + Cry2Ab2 + Vip3A; (4) CrylF + CrylAc + Vip3A; and (5) CrylAc +
Cry2Ab2 - totaling twelve treatments with six replicates each. Statistical analysis was
performed using a GLM and Duncan’s test (p < 0.05), with survival curves estimated by the
log-rank method and STso values calculated using R software. The results showed that pyramids
containing Vip3A were significantly more efficient in causing larval mortality. In cotton, the
CrylAc + Cry2Ab2 + Vip3A combination stood out, reaching 50% mortality after three days.
In maize, the CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa and CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa +
Cry3Bbl pyramids were the most effective, with final mortality rates of 68% and 66%,
respectively. In contrast, combinations containing CrylF exhibited low mortality efficacy,
indicating that resistance to this protein is already established in field populations. These results
demonstrate that the Vip3A protein is essential for the durability of Bt technologies due to its
distinct mode of action and the absence of cross-resistance with Cry proteins, making it a
priority in Bt pyramiding strategies integrated into the sustainable management of S.
frugiperda.

Keywords: Bacillus thuringiensis, Fall armyworm, Insecticidal proteins, Insect resistance,
Transgenic crops.
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1 INTRODUCAO GERAL

O controle de insetos-praga permanece como um dos maiores desafios da agricultura
em escala global, visto que essas espécies podem comprometer de forma significativa a
produtividade e a qualidade das culturas agricolas. Entre as pragas de maior relevancia
econdmica, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida
como lagarta-do-cartucho, destaca-se por sua ampla distribuicdo geografica, elevada
capacidade de dispersdo e comportamento altamente polifago, alimentando-se de diversas
espécies vegetais de interesse agricola (Fatoretto et al., 2017; Prasanna et al., 2022). Essas
caracteristicas, associadas ao comportamento migratdrio e a capacidade adaptativa, contribuem
para sua sobrevivéncia em diferentes ecossistemas, dificultando o seu manejo.

No Brasil, o controle de S. frugiperda ¢ realizado predominantemente por meio do
cultivo de plantas geneticamente modificadas que expressam proteinas inseticidas derivadas de
Bacillus thuringiensis (Bt), como as proteinas Cry e Vip3Aa, frequentemente associado ao uso
complementar de inseticidas quimicos (Burtet ez al., 2017; Muraro et al., 2019; Moscardini et
al., 2020). As culturas Bt consolidaram-se como ferramentas essenciais dentro do Manejo
Integrado de Pragas (MIP), oferecendo controle seletivo, redug¢do da dependéncia de defensivos
quimicos e mitigacao de impactos ambientais, a0 mesmo tempo em que preservam organismos
nao alvo (Romeis et al., 2018; ISAAA, 2025).

Entretanto, o uso continuo e extensivo dessa tecnologia exerce intensa pressdo de
selecdo sobre as populacdes de insetos, favorecendo a evolucao de resisténcia. Diversos relatos
de falhas de controle em condigdes de campo ja foram documentados para diferentes eventos
Bt, em especial aqueles contendo a proteina CrylF (Storer et al., 2010; Farias Janior et al.,
2014; Huang et al., 2014; Omoto et al., 2016; Chandrasena et al., 2018; Sanchez; Wise, 2023).
Os primeiros casos de resisténcia de S. frugiperda a proteinas Bt foram relatados para o evento
contendo CrylF, sendo detectados apos alguns anos de sua comercializa¢ao (Farias Junior et
al., 2014; Fatoretto et al., 2017).

A répida evolucdo da resisténcia de S. frugiperda a tecnologia Bt tem sido favorecida,
principalmente, pela escassez de adoc¢do de praticas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) e
Manejo da Resisténcia a Insetos (MRI), com destaque para a implementagdo inadequada ou
inexistente de areas de refugio (Cultivo ndo Bt), bem como pela utilizagao de eventos Bt que
apresentam reduzida expressdo das toxinas isoladas (Tabashnik; Van Rensburg; Carriere, 2009;
Huang et al., 2011; Bernardi et al., 2015). Esses fatores reduzem a eficacia da tecnologia e

aumentam o risco de sele¢ao de alelos de resisténcia nas populagdes de campo.
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Para minimizar esse processo, foram desenvolvidas estratégias de piramidagdo, que
combinam duas ou mais proteinas inseticidas com modos de acdo distintos em uma mesma
planta Bt, ampliando o espectro de controle e dificultando a adaptacdo das populagdes-alvo
(Carriere; Fabrick; Tabashnik, 2016; Yang et al., 2018; Shwe et al., 2021). Atualmente, hibridos
de milho e cultivares de algodao que expressam combinacdes de Vip3Aa e proteinas Cry tém
sido amplamente utilizados e eficazes contra S. frugiperda.

Diante da continua exposi¢do das populacdes de S. frugiperda as proteinas Bt e do risco
crescente de evolucdo da resisténcia, torna-se indispensavel o monitoramento sistematico da
suscetibilidade da praga. Esse acompanhamento permite detectar precocemente alteragdes no
padrdo de resposta desse inseto as toxinas, subsidiando ajustes nas estratégias de manejo e
prolongando a eficacia da tecnologia. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
suscetibilidade de uma populacao de S. frugiperda, coletada em uma regido produtora do Brasil
e mantida em laboratério na auséncia de pressao de selecdo, as proteinas Cry e Vip expressas

em cultivares Bt de milho (Zea mays L.) e algodao (Gossypium hirsutum L).
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2 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A estratégia experimental adotada teve como objetivo avaliar a mortalidade e o tempo
de sobrevivéncia de larvas de S. frugiperda submetidas a cultivares Bt e ndao Bt de milho e
algoddo. Assim, larvas de terceiro instar foram coletadas em campo e mantidas em condic¢des
controladas de laboratorio até atingirem o estagio adequado para os bioensaios.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 12
tratamentos correspondentes aos diferentes cultivares (sete de milho e cinco de algodao), cada
um com seis repeti¢des. Cada repeti¢ao foi composta por 16 larvas, totalizando 1.152 individuos
avaliados.

Durante os bioensaios as larvas foram alimentadas com se¢des de folhas frescas dos
respectivos cultivares, sendo monitoradas periodicamente para registro da mortalidade. Os
dados foram analisados por meio de modelos lineares generalizados (GLM) com distribuigdo
binomial, testes de log-rank para comparacdo das curvas de sobrevivéncia e estimativas dos
tempos medianos de sobrevivéncia (ST50), com intervalos de confianca de 95%. Todas as

analises estatisticas foram realizadas no software R.
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3 CAPITULO 1

REFERENCIAL TEORICO

3.1 Spodoptera frugiperda

Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797) (Lepidotpera: Noctuidae), ¢ uma espécie
nativa das regides tropicais e subtropicais das Américas, foi relatada pela primeira vez na Africa
em 2016 (Goergen et al., 2016; Cedo et al., 2018) e na Asia em 2018 (Sharanabasappa ef al.,
2018; Navasero et al., 2019), e amplamente distribuida em mais de 80 paises nas Américas,
Africa, Europa, Asia e Australia (Montezano et al., 2019; Lee et al., 2020; Ye et al., 2022).
Esse inseto-praga ¢ polifago, alimentando-se de mais de 350 espécies de plantas (Nagoshi et
al., 2015) e compromete a produtividade de importantes culturas como milho, arroz, soja e
algoddo (Montezano et al., 2018; Nagoshi; Meagher, 2022).

A ampla quantidade de hospedeiros de S. frugiperda ocorreu, parcialmente devido a
herbivoria em duas linhagens simpatricas de plantas hospedeiras: a "linhagem do milho" (C-
strain), que se alimenta principalmente de milho, algodao e sorgo, e a "linhagem do arroz" (R-
strain), associada principalmente ao arroz e a varias gramineas de pastagem (Nagoshi; Meagher,
2022). Esses lepidopteros apresentam desenvolvimento holometabolo, (ovo (2 a 3 dias), fase
larval seis instares (13 a 14 dias), pupa (7 a 8 dias) e adultos (7 a 21 dias)) (Prasanna et al. 2018;
Sharanabasappa et al., 2018). O ciclo de vida ¢ de aproximadamente 30 a 40 dias (verao-meses
quentes de verdo) e 55 dias (periodo com temperaturas mais frias) (Prasanna et al., 2018; Du
Plessis; Schlemmer; Van Den Berg, 2020). A mariposa, apresenta 35 mm de envergadura e
aproximadamente 15 mm de comprimento, o corpo ¢ de coloragdo cinza, apresentando as asas
posteriores claras e circundadas por linhas marrons em ambos o0s sexos, € as asas anteriores dos
machos possuem manchas mais claras, o que os diferencia das fémeas (Cruz, 1995, Kemis et
al., 2022).

As lagartas recém-eclodidas sdo de coloracdo esbranquicadas e com cabeca mais larga
do que o corpo (Cruz et al., 1997). No primeiro instar, o comprimento do corpo e a largura da
capsula cefalica medem, respectivamente, 1,9 mm e 0,3 mm, as de Gltimo instar, possuem uma
sutura em formato de Y invertido e de cor clara na cabega e o corpo cilindrico, com a porgao
dorsal de coloragdo marrom-acinzentada e a ventral e subventral esverdeada com manchas
marrom-avermelhadas (comprimento do corpo com 50 mm e a largura da capsula cefélica 2,75

mm) (Sisodiya et al., 2018; Trisyono et al., 2019). A dispersdo das larvas ¢ uma caracteristica



15

adaptativa crucial para a sobrevivéncia da espécie em resposta ao elevado potencial reprodutivo
(De Groote et al., 2020; Ye et al., 2022). Quando recém-eclodidas, as larvas frequentemente se
encontram aglomeradas, sua capacidade de se dispersar rapidamente em busca de alimento
auxilia na reducao de canibalismo, garantindo uma maior taxa de sobrevivéncia e evitar a
predacdo pelos inimigos naturais (Veldtman; Mcgeogh; Scholtz, 2007; Pepi; Broadley;
Elkinton, 2016; Sotelo-Cardona, 2021).

As larvas de S. frugiperda podem também produzir um fio e usé-lo para dispersao em
um processo chamado balonismo, podendo alcangar plantas proximas ou distantes (Pannuti et
al.,2016; Liu et al., 2021). O balonismo pode expandir a area de infestagdo em torno das plantas
com massas de ovos, o que pode criar uma distribui¢ao espacial agregada das larvas (Pannuti
et al., 2016), aumentando a capacidade de invasdo da S. frugiperda em campo (Pannuti ef al.,
2016; Sokame et al., 2020; Liu et al., 2021). Caracteristicas bioldgicas como a polifagia, a
elevada capacidade reprodutiva, a facilidade de dispersdo dos adultos, bem como o elevado
numero de geragdes por ano garantem o sucesso em alcancar altas taxas de infestacdo em
culturas nas quais ¢ capaz de se desenvolver causando danos e consequentemente perdas
econdmicas. (Horikoshi et al., 2016; Yang et al., 2022b). Além disso, devido a agdo do vento,
uma Unica geragao de mariposas pode dispersar-se a mais de 500 km de distancia do local de
emergéncia, até atingirem a maturidade sexual (Wu et al., 2021).

A importancia de S. frugiperda se deve nao so6 a intensidade das injlrias provocadas
nas plantas e aos danos provocados a produtividade, mas também a dificuldade para seu manejo
da praga devido a evolugdo da resisténcia de populagdes aos produtos e tecnologias utilizadas
no seu manejo apresentando resisténcia a diversos ingredientes ativos disponiveis no mercado
agricola, desde inseticidas quimicos e biolodgicos (Santos et al., 2004; Mota-Sanchez; Wise,
2025). Nos ultimos anos, estd espécie de inseto tem se tornado uma das principais pragas do
milho e algoddo principalmente no Brasil e em outros paises do continente americano, mas
também nos paises do continente africano, asiatico e outros em quase todo o mundo (Flagel et

al., 2018).

3.2 Bacillus thuringiensis e as proteinas Bt

A tecnologia Bt baseia-se no uso comercial de plantas geneticamente modificadas que
recebem genes especificos da bactéria esporulante de solo Bacillus thuringiensis (Bt), esses
genes conferem a planta a capacidade de produzir proteinas toxicas a determinados grupos de

insetos (Choe; Maeng; Pak, 2022). As principais proteinas inseticidas produzidas pelas
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bactérias B. thuringiensis sdo as proteinas Cry (Proteinas Cristalinas), produzidas na fase de
esporulacdo e as proteinas Vip (Proteinas Inseticidas Vegetativas) produzidas na fase vegetativa
(Chakroun et al., 2016). Inicialmente, B. thuringiensis destacou-se como um bioinseticida
eficaz no controle de pragas agricolas pertencentes as ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera
(Choe; Maeng; Pak, 2022). Seu uso se expandiu devido aos baixos custos de produgdo e a
auséncia de efeitos nocivos ao meio ambiente, a satde humana e animal, bem como a
organismos nao-alvo, tornando as proteinas Bt globalmente utilizadas comercialmente (Fu et
al., 2018; Mendoza-Almanza et al., 2020; Gounina-Allouane; Acheuk; Sahir-Halouane, 2022).

Na natureza, as proteinas Bt estdo na forma inativa (protoxinas), quando ingeridas
pelos insetos, as protoxinas sdo ativadas por proteases especificas que atuam em ambientes de
pH alcalino (~9,5), caracteristicos do trato digestivo de alguns insetos pragas (Bravo; Gill;
Soberdn, 2007). As proteinas Cry sdo produzidas durante a fase de esporulacio das bactérias B.
thuringiensis, quando sdo formadas inclusdes cristalinas. Segundo Bravo, Gill e Soberén
(2007), ap6s ativagao enzimadtica, a toxina se liga a receptores da membrana intestinal do inseto,
como aminopeptidase (APN), fosfatase alcalina (ALP) e caderina, essa interacdo promove a
formacao de um pré-poro tetramero, que se insere na membrana com auxilio de receptores GPI
como APN e ALP. A formagao do poro resulta em desequilibrio osmético, lise das células
intestinais, e consequentemente, a morte do inseto (Goémez et al., 2002; Bravo; Gill; Soberdn,
2007; Pacheco et al., 2009).

A proteina Cry pertence ao grupo das proteinas com estrutura em a-hélice,
apresentando uma conformagdo tridimensional composta por trés dominios distintos (De
Maagd et al., 1996; Palma et al., 2014). Cada um desses dominios desempenha um papel
fundamental no mecanismo de agdo da toxina, sendo responsaveis pela sua especificidade na
interagdo com os receptores da membrana intestinal de insetos-praga, bem como nos processos
de ligacdo, oligomerizacao, inser¢ao e formacao de poros (Palma et al., 2014).

As proteinas Vip possui quatro familias: Vipl, Vip2, Vip3 e Vip4, sendo as proteinas
da familia Vip3 as mais estudadas devido ao seu amplo espectro de a¢dao contra lepiddpteros-
praga e a sua importancia comercial na agricultura (Mendoza-Almanza et al 2020; Crickmore
et al., 2025). Essas proteinas sdo produzidas e secretadas durante o estagio vegetativo de
crescimento bacteriano (Chakroun et al., 2016) e sdo amplamente estudadas por serem uma
excelente alternativa complementar a acao de proteinas inseticidas Cry (Nufiez-Ramirez et al.,
2020). A estrutura tridimensional da proteina Vip3 é composta por cinco dominios funcionais

organizados em uma conformag¢do semelhante a uma pirdmide (Nufiez-Ramirez et al., 2020).
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Assim como ocorre com as proteinas Cry, a ativagdo enzimatica das proteinas Vip ¢
fundamental para o desempenho de sua fun¢do inseticida, sendo os dominios funcionais
indispensaveis para esse processo (Jiang et al., 2020; Nunez-Ramirez et al., 2020). A eficacia
toxica das proteinas Vip depende ndo apenas da ativagdo e estabilidade estrutural durante a
clivagem proteolitica, mas também da especificidade na ligagao aos receptores presentes nas
células intestinais do inseto-alvo (Nufiez-Ramirez et al., 2020; Yang et al., 2022b).
Adicionalmente, o mecanismo de acgdo inseticida das proteinas Vip3 segue o modelo de
formagdo de poros (Kunthic ef al., 2017; Syed et al., 2020). Apos a ativacdao por clivagem
proteolitica, a proteina Vip3A (subfamilia de Vip3) liga-se as membranas do intestino médio
dos insetos, promovendo danos severos ao epitélio intestinal, ocasionando sintomas
semelhantes aos provocados pelas proteinas Cry, como desequilibrio osmotico, lise celular e

formagdo de poros na membrana (Chakroun; Ferré, 2014).

3.3 Cultivares Bt e a resisténcia de insetos

Atualmente, sete espécies de plantas geneticamente modificadas foram aprovadas para
comercializacdo no mercado nacional: algoddo, milho, soja, trigo, feijao, cana-de-acucar e
eucalipto (CTNBIo, 2025). Dentre esses cultivares transgénicos aprovados, genes derivados de
B. thuringiensis estdo presentes em 68 deles, abrangendo culturas de milho, soja, algodao e
cana-de-aguicar (CTNBio, 2025). A primeira geragdo de plantas Bt foram produzidas com
somente uma proteina inseticida e, a primeira proteina Bt aprovada para uso comercial foi a
Cryl Ab, inserida no milho transgénico MONS10, cuja liberagdo ocorreu em 2007 (Hernandez-
Rodriguez et al., 2013; ISAAA, 2025). Desde entdo, essas tecnologias t€ém sido amplamente
utilizadas no manejo de pragas agricolas, contribuindo para a sustentabilidade da producao
(Tabashnik; Brevult; Carriere, 2013).

O uso intensivo de uma unica proteina acelerou a evolugdo da resisténcia dos insetos-
praga, resultando nos primeiros casos de resisténcia a proteina CrylAb (Omoto et al., 2016).
De forma semelhante, a proteina CrylF que apresentou perda de eficacia poucos anos apds a
introduc¢do no mercado agricola, resultando em diversos relatos de resisténcia (Farias Junior et
al., 2014). Atualmente, a nova geragao de culturas Bt expressa simultaneamente as proteinas
Cryl, Cry2 e Vip, para um controle mais eficiente de insetos-praga e como estratégia para
combater a resisténcia (Syed et al., 2020). A principal vantagem da piramidacao de genes ¢ o

retardo na evolugdo da resisténcia dos insetos, uma vez que esse processo tende a ocorrer mais
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lentamente em cultivares que expressam multiplas proteinas inseticidas, em comparacao
aquelas que expressam apenas uma proteina (Ferré; Van Rie, 2002; Huang et al., 2014).

Para que essa estratégia seja eficaz, ¢ fundamental que as proteinas expressas
apresentem modos de a¢do distintos contra o inseto-alvo (Rajput et al., 2022). Nesse contexto,
embora Cry e Vip compartilhem um mecanismo de a¢do baseado na formacao de poros, elas se
ligam a receptores diferentes no intestino dos insetos, o que permite uma a¢ao complementar e
mais eficiente no controle (Chakroun; Ferré, 2014), ¢ mesmo que o inseto desenvolva
resisténcia a uma proteina, ainda pode ser controlado pela agao de outra presente piramidagao
(Huang et al., 2011). De modo geral, esses cultivares expressam: proteinas da familia Cryl,
como CrylAc no algodao, CrylA.105 no milho, CrylF e CrylAb presentes tanto no algodao
quanto no milho; proteinas da familia Cry2, com Cry2Ae utilizada exclusivamente no algodao
e Cry2Ab2 presente em ambas as culturas; e proteinas da familia Vip3Aa, sendo a Vip3Aal9/
Vip3Aa20 inserida no algodao e a Vip3Aa20 no milho (Carriere; Crickmore; Tabashnik, 2015;
Yang et al., 2022b).

A resisténcia de insetos-praga a proteinas inseticidas Bt pode ocorrer por meio de
resisténcia cruzada ou multipla, a resisténcia cruzada acontece quando um Uinico mecanismo
confere resisténcia a duas ou mais proteinas Bt, enquanto a resisténcia multipla envolve a
presenca de dois ou mais mecanismos distintos, capazes de suprimir proteinas com modos de
acao distintos (Bernardi et al., 2016). Diversos fatores influenciam esse processo, incluindo
caracteristicas biologicas e fisiologicas dos insetos, frequéncia e heranca de alelos de
resisténcia, estratégias de manejo adotadas, comportamento das pragas e a auséncia ou redugao
de custos adaptativos (Tabashnik et al., 2009). Além disso, sistemas agricolas intensivos,
espécies com alta densidade populacional e geragdes sobrepostas favorecem o desenvolvimento
da resisténcia (Bernardi et al., 2015; Nagoshi et al., 2015; Burtet et al., 2017).

No Brasil, estudos t€ém reportado casos de resisténcia de S. frugiperda a cultivos de
milho e algoddo que expressam combinacdes piramidadas de proteinas inseticidas, como
CrylA.105, CrylAb, CrylAc, Cry2Ab2 e CrylF (Farias Junior ef al., 2014; Monnerat et al.,
2015; Omoto et al., 2015; Santos-Amaya et al., 2015; Horikoshi et al., 2016; Bernardi et al.,
2017; Boaventura et al., 2020). Casos semelhantes de resisténcia as proteinas CrylAc, Cry2Ab
e CrylF também foram documentados em outros paises, como Porto Rico, Estados Unidos,
China e Argentina (Blanco et al., 2010; Niu ef al., 2016; Yang ef al., 2017a; Chandrasena et
al., 2018; Abdelgaffar; Perera; Jurat-Fuentes et al., 2020; Gutierrez-Moreno et al., 2020; Jin et
al., 2021). Por outro lado, um estudo recente conduzido por Silva et al. (2024), utilizando

lagartas de terceiro instar de S. frugiperda oriundas de regides produtoras do Matopiba e
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cultivares de milho Bt, demonstrou suscetibilidade da gera¢do F1 as proteinas Vip3 e Cry,

indicando eficacia dessas toxinas contra populagdes locais da praga.

3.4 Manejo de resisténcia a tecnologia Bt

Nos ultimos anos, a resisténcia de insetos-praga as plantas Bt tem sido registrada em
diversas espécies, especialmente em relacdo as toxinas inseticidas utilizadas no manejo de
lepidopteros-praga (Acharya et al., 2017), principalmente para populacdes de S. frugiperda
(Storer et al., 2010; Farias Janior et al., 2014; Bernardi et al., 2015). Em vérios casos, essa
resisténcia tem exigido o uso complementar de inseticidas quimicos, com trés ou mais
aplicagdes para alcancgar niveis eficazes de controle (Fatoretto et al., 2017). O principal desafio
para garantir a durabilidade e a sustentabilidade das culturas Bt corresponde a evolugdo da
resisténcia em populagdes de insetos (Bernardi et al., 2016).

A exposicao continua as culturas Bt exerce uma intensa pressao seletiva, favorecendo
a sobrevivéncia de individuos com caracteristicas genéticas e fenotipicas que conferem
resisténcia, com o passar do tempo e ao longo de varias geracdes, esses individuos podem se
multiplicar, resultando em populacdes, predominantemente resistentes (Bernardi ef al., 2016).
Para retardar esse processo, diversas estratégias t€ém sido aplicadas por meio do Manejo da
Resisténcia de Insetos (MRI) (Storer et al., 2012). O principal objetivo do MRI ¢ atuar de forma
preventiva, evitando ou retardando a evolug@o da resisténcia antes que ela se converta em um
problema de impacto econdmico (Machado; Fiuzza, 2011; Bernadi et al., 2016).

Algumas estratégias sao amplamente adotadas no contexto do MRI, sendo elas: o uso
de cultivares Bt que expressam altas doses de proteinas inseticidas, a implementacao de areas
de refigio, a piramidacdo de proteinas com diferentes modos de acdo e o monitoramento do
desenvolvimento de resisténcia a tecnologia Bt (Tabashnik; Brevult; Carriere, 2013; Tavares et
al., 2021; Prasanna et al., 2022). Dentre essas estratégias, cultivares Bt consideradas de "alta
dose" sdo aquelas que expressam a proteina inseticida em concentragdo igual ou superior a 25
vezes a dose letal necessaria para eliminar a praga-alvo, promovendo mortalidade de cerca de
99% dos individuos suscetiveis (SS) e 95% dos heterozigotos (RS), o que contribui
significativamente para o atraso na evolu¢ao da resisténcia (Gould, 1998).

A estratégia de a expressdao de alta dose de proteinas Bt deve estar associada a
implementagdo de areas de refugio, com o objetivo de que insetos resistentes provenientes das
areas de culturas Bt se cruzem com individuos suscetiveis oriundos das areas de refiigio (plantas

nao-Bt), gerando descendentes heterozigotos que serdo eliminados pela elevada concentragao
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da toxina (Bravo; Gill; Soberén, 2007; Lu ef al., 2012). Portanto, a durabilidade da eficacia das
plantas Bt contra pragas-alvo depende ndo apenas dessa estratégia, mas também da estrutura
genética da populacao de insetos, considerando fatores como dominancia, modo de heranca,
complexidade genética e frequéncia inicial dos alelos de resisténcia (Alvarez-Alfageme et al.,
2022).

Nas culturas Bt atuais, as plantas podem apresentar caracteristicas piramidais,
produzindo multiplas proteinas inseticidas que atuam em diferentes sitios no epitélio do
intestino médio dos insetos (Tabashnik; Brevult; Carriere, 2013; Rajput et al., 2022). Essa
abordagem visa evitar a resisténcia cruzada positiva, situagdo em que insetos resistentes a uma
proteina também desenvolvem resisténcia a outras proteinas expressas na mesma planta
(Carriére; Crickmore; Tabashnik, 2015). Embora as proteinas Cry e Vip compartilhem um
modo de a¢do semelhante, elas ndo competem pelos mesmos locais de ligacao no intestino dos
insetos (Gouffon et al., 2011; Chakroun; Ferré, 2014). Estudos indicam que a combinacao de
duas ou mais proteinas Bt é mais eficaz contra as pragas-alvo do que o uso isolado de uma tunica
proteina, ampliando o espectro de controle inseticida (Figueiredo et al., 2019; Shwe et al.,
2021).

O Manejo de Resisténcia de Insetos ¢ fundamental para garantir a eficacia a longo
prazo das culturas Bt, e a adogao das citadas estratégias pode contribuir para retardar a evolucao
da resisténcia (Huang et al., 2011; Storer et al., 2012). Na préatica, a tecnologia Bt apresenta
melhores resultados quando combinada com outras estratégias de Manejo Integrado de Pragas
(MIP) e Manejo de Resisténcia de Insetos (MRI), incluindo o monitoramento constante da

evolugdo da resisténcia (Carriere; Fabrick; Tabashnik, 2016; Tabashnik; Carriere, 2017).
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4 CAPITULO 2

EFICIENCIA DE PIRAMIDACOES BT NO CONTROLE DE Spodoptera frugiperda EM
ALGODAO

RESUMO

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797), a lagarta-do-cartucho, ¢ uma das principais
pragas de culturas como milho, algodao e soja. O manejo da praga tem se baseado amplamente
em cultivares transgénicas que expressam proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis (Bt),
entretanto, a evolucdo da resisténcia constitui uma ameaca séria a sustentabilidade dessa
tecnologia. Este estudo avaliou a eficacia de diferentes combinacdes de proteinas Bt (eventos
piramidados) expressas em cultivares de algoddo em larvas de terceiro instar de S. frugiperda,
provenientes de populagdes de campo coletadas na Fazenda Estrela na serra do Quilombo no
municipio de Bom Jesus- Pi (Latitude: -9,216754; Longitude: -44,916791) e mantidas no
Laboratorio de Prote¢do de Plantas- UFPI/CPCE afim de estabelecer uma populagdo de
laboratorio. Para os cultivares de algoddao foram avaliados cinco tratamentos, incluindo o
tratamento controle: (1) Nao-Bt (controle); (2) CrylAb + Cry2Ae + Vip3A; (3) CrylAc +
Cry2Ab2 + Vip3A; (4) CrylF +CrylAc + Vip3A e (5) Cryl Ac + Cry2 Ab2. A analise estatistica
foi realizada por meio de GLM e teste de Duncan (p < 0,05), com curvas de sobrevivéncia
estimadas pelo método de log-rank e valores de STso, no software R. As piramidagdes contendo
CrylAc + Cry2Ab2 + Vip3A, CrylAc + Cry2Ab2 e CrylAb + Cry2Ae + Vip3A resultaram
em taxas de mortalidade de 58% e 56%, enquanto a combinac¢do CrylF + CrylAc + Vip3A
apresentou eficacia reduzida (~23%). A analise de TLso evidenciou que a Vip3A desempenha
papel estratégico no controle da praga, especialmente quando combinada com proteinas Cry
com modos de acdo distintos. Os resultados evidenciam a relevincia de proteinas com
diferentes modos de acdo no manejo de S. frugiperda e destacam a importancia estratégica da
Vip3A, que se mostrou essencial no controle da praga. Esses achados reforcam a necessidade
de priorizar piramidagdes eficientes em programas de Manejo da Resisténcia a Insetos (MRI),
bem como de reavaliar o uso de eventos contendo CrylF em regides com historico de

resisténcia.

Palavras-chave: Analise de sobrevivéncia, Cry, Evolucdo da resisténcia, Gossypium hirsutum

L., Manejo integrado de pragas, Planta transgénica, Vip3A.
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4.1 Introducao

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), comumente
conhecida como lagarta-do-cartucho, ¢ uma praga migratéria e altamente polifaga, nativa das
regides tropicais e subtropicais das Américas (Montezano et al., 2018; Kenis ef al., 2022). Sua
importancia econdmica decorre da capacidade de se alimentar de mais de 350 espécies de
plantas, causando danos significativos a culturas elevada relevancia, comomilho (Zea mays L.),
algodao (Gossypium hirsutum L.), soja (Glycine max (L.) Merr.) e sorgo (Sorghum bicolor (L.)
Moench) (FAO, 2020).

No Brasil, a sucesso intensiva de culturas como milho, algodao e soja ao longo do
ano tem mantido uma pressao constante da praga no campo, dificultando seu controle (Machado
et al., 2020). Esse desafio ¢ agravado pela alta capacidade reprodutiva e de dispersao do inseto,
bem como pela rapida evolugdo da resisténcia tanto aos inseticidas quimicos quanto as proteinas
da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) (Omoto et al., 2016; Nagoshi et al., 2020; Lira et al.,
2020).

Como alternativa ao controle quimico, cultivares transgénicos que expressam proteinas
Bt das familias Cry e Vip3A tém sido amplamente adotados para o manejo de S. frugiperda.
Essas tecnologias visam reduzir a dependéncia de inseticidas quimicos e minimizar os efeitos
sobre organismos nao alvo (Romeis et al., 2019). No entanto, o uso prolongado de eventos com
genes Unicos, particularmente aqueles que expressam CrylF e CrylAb, tem contribuido para o
surgimento e a disseminacdo de populacdes resistentes de S. frugiperda na América (Bernardi
et al.,2015; Huang et al., 2021; Tay et al., 2022).

Nesse contexto, a piramidacao de proteinas Bt, definida como a insercao de multiplos
genes que codificam proteinas inseticidas com modos de acdo distintos em uma unica planta,
surgiu como uma estratégia promissora para ampliar o espectro de controle e retardar a evolugao
da resisténcia (Carriere et al., 2016; Yang et al., 2018). No entanto, o sucesso dessa abordagem
depende da compatibilidade funcional das proteinas combinadas e da auséncia de resisténcia
cruzada, especialmente entre as toxinas Cry e Vip.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a suscetibilidade de S.
frugiperda a diferentes combinagdes de proteinas Bt expressas em cultivares transgénicos de
algoddo, com foco na identificacdo das caracteristicas piramidadas mais eficazes no controle
da praga. A hipodtese central ¢ que combinagdes envolvendo proteinas com modos de agdo

distintos, como Vip3A, Cryl e Cry2, proporcionem maior mortalidade larval e menor risco de



32

resisténcia cruzada, na busca de uma ferramenta mais eficaz para o manejo de S. frugiperda em
regides com resisténcia ja estabelecida.

Nesse sentido, os resultados deste estudo buscam fornecer evidéncias cientificas
fundamentais para apoiar a selecao de cultivares Bt mais eficazes no campo, subsidiar
programas regionais de monitoramento da resisténcia e orientar politicas publicas voltadas ao
controle sustentavel de pragas. A integracao desse conhecimento ao planejamento do manejo
agricola busca contribuir no uso eficiente das tecnologias Bt, especialmente em areas sob alta

pressao de selegao.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Populagdes de insetos

Larvas de S. frugiperda foram coletadas manualmente em campos de milho Bt, durante
a safra 2023/2024 na Fazenda Estrela na serra do Quilombo no municipio de Bom Jesus- Pi
(Latitude: -9,216754; Longitude: -44,916791), visando o estabelecimento de populagdo
laboratorial. A coleta foi realizada diretamente nos cartuchos das plantas e as larvas foram
transferidas para recipientes de plasticos (100 mL) contendo folhagem fresca de milho ou dieta
artificial conforme descrito por Karsten Junior (Karsten; Precetti; Parra, 1978). Apds a coleta,
os recipientes contendo as larvas foram acondicionadas em caixas térmicas de isopor para
transporte seguro e levados ao Laboratdério de Prote¢do de Plantas, do Campus Professora
Cinobelina Elvas, da Universidade Federal do Piaui, localizado em Bom Jesus, Piaui.

No laboratorio, as larvas foram individualizadas em bandejas de criagdo com 16 células
cada e alimentadas com dieta artificial padronizada até alcangarem o estagio de pupa. A triagem
das pupas (macho/ fémea) foi realizada, e os individuos adultos foram transferidos para gaiolas
de criagdo, contendo dez pares de macho e fémea por gaiola, para obtencdo das geracdes
utilizadas nos bioensaios. As larvas das geracdes subsequentes foram mantidas em dieta
artificial até atingirem o terceiro instar (comprimento médio de 4 a § mm), e serem utilizadas
no bioensaio de tempo-mortalidade. As larvas de terceiro instar foram escolhidas devido a sua
suscetibilidade intermediaria as proteinas Bt, permitindo uma maior condi¢dao de deteccao de

suscetibilidade reduzida em relagdo aos instares iniciais ¢ tardios.
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4.2.2 Cultivares de algodao Bt

Foram utilizados cinco cultivares de algoddo, sendo quatro com tecnologia Bt € um

cultivar ndo Bt, como controle (Tabela 1).

Tabela 1 - Cultivares de algodao utilizados no estudo, suas respectivas proteinas inseticidas
expressas e a tecnologia Bt associada.

Cultivar Proteinas Bt Tecnologia Bt
Cultivar 1 CrylAc, Cry2Ab2 Bollgard II RR Flex™
Cultivar 2 CrylAb, Cry2Ae, Vip3A GlyTol LibertyLink TwinLink Plus
Cultivar 3 CrylAc, Cry2Ab2, Vip3A Bollgard® 3 RR Flex
Cultivar 4 CrylF, CrylAc, Vip3A WideStrike® 3
Cultivar 5 - GlyTol LibertyLink

As plantas foram cultivadas em vasos de 10 litros (quatro sementes/ vaso) e mantidas
em estufa. Durante o estadio reprodutivo das plantas, entre o florescimento e a formagao do
capulho, folhas frescas foram coletadas diariamente, cortadas em se¢des de 3-4 cm? e
armazenadas em recipientes contendo dgua destilada para manutencdo da turgidez. As folhas

foram refrigeradas e mantidas no laboratorio para utilizagdo imediata nos experimentos.

4.2.3 Bioensaio foliar e tempo-mortalidade

O bioensaio de tempo-mortalidade foi realizado em condi¢des controladas no
Laboratorio de Prote¢do de Plantas da Universidade Federal do Piaui, Bom Jesus, Piaui, Brasil.
As condigdes abioticas do laboratorio foram mantidas estaveis, com temperatura de 25 + 3°C,
umidade relativa de 70 = 10% e fotoperiodo de 12 horas de luz. Foram utilizadas larvas de
terceiro instar, provenientes das popula¢des laboratoriais a partir da quinta geragdo de insetos
previamente descritas.

Os bioensaios foram conduzidos utilizando um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com cinco tratamentos com seis repeti¢des. Cada repeticdo possui 16 larvas de S.
frugiperda, mantidas individualmente em bandejas com 16 compartimentos, resultando em um
total de 480 individuos utilizados no experimento (5 cultivares % 6 repeticoes % 16 larvas). As
larvas foram alimentadas com se¢des de folhas frescas (3-4 cm?) de suas respectivas cultivares.

As avaliagdes de mortalidade foram realizadas a cada 6 horas, durante um periodo de 7 dias.
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4.2.4 Anélises estatisticas

A taxa de mortalidade cumulativa descrita acima foi analisada por meio de um modelo
linear generalizado (GLM) com distribui¢ao binomial a partir do pacote ‘multcomp’ (Hothorn;
Bretz; Westfall, 2008). As curvas de sobrevivéncia foram calculadas utilizando o método de
log-rank (o = 0,05) para identificar diferencas estatisticas entre os tratamentos.

Para estimar os valores de tempo mediano de sobrevivéncia (ST50) e seus respectivos
intervalos de confianga de 95% (IC 95%), foram utilizados os pacotes estatisticos survminer e
survival no software R (R Core Team, 2024). Diferencas nos valores de ST50 entre os
tratamentos foram consideradas significativas quando os IC 95% ndo se sobrepuseram. As
médias de mortalidade foram comparadas pelo teste de Duncan (p < 0,05), a fim de identificar
diferengas significativas entre os eventos Bt avaliados. Todas as andlises foram realizadas no

software R.

4.3 Resultados

De acordo com as curvas de sobrevivéncia (Figura 1 e Tabela 2), o efeito das diferentes
combinagdes de proteinas Bt piramidadas sobre as lagartas de S. frugiperda variou
significativamente entre os tratamentos (log-rank, p < 0,0001). A combinagdo CrylAc +
Cry2Ab2 + Vip3A resultou em uma rapida reducgdo da sobrevivéncia larval, atingindo 50% de
sobrevivéncia até o terceiro dia. CrylAc + Cry2Ab2 apresentou tendéncia semelhante,
alcancando esse mesmo resultado até o quinto dia. Em contraste, 50% de sobrevivéncia, no
tratamento com CrylAb + Cry2Ae + Vip3A foi atingindo em seis dias para atingir 50% de
sobrevivéncia. A combinacdo CrylF + CrylAc + Vip3A apresentou um declinio gradual na
sobrevivéncia, indicando eficacia reduzida. As lagartas alimentadas com folhas de algodao nao-
Bt mantiveram elevadas taxas de sobrevivéncia ao longo dos sete dias de avaliagao, superando

75%, o que reflete a auséncia de efeitos toxicos no tratamento controle.
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Figural - Curvas de sobrevivéncia da lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda)
alimentadas com tecidos foliares de cultivares de algodao expressando proteinas
Vip3Aa/Cry. Tratamentos avaliados: Nao-Bt (controle), CrylAb + Cry2Ae +
Vip3A, CrylAc + Cry2Ab2 + Vip3A, CrylF + CrylAc + Vip3A e CrylAc +
Cry2Ab2. As diferengas na sobrevivéncia foram estatisticamente significativas
(log-rank, p <0,0001).

Tabela 2 - Tempo letal mediano (TLso), em dias, para 50% de mortalidade de Spodoptera
frugiperda exposta a diferentes combinagdes de proteinas Bt. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p < 0,05).
NA: ndo aplicavel.

Proteina Bt TL 50 Média (dias) 95%CL Média (dias)
Controle NA NA
CrylAb, Cry2Ae, Vip3A 6,0 5,0-NA
CrylAc, Cry2Ab2, Vip3A 3,5 3,0-NA
CrylF, CrylAc, Vip3A NA NA
CrylAc, Cry2Ab2 5,0 4,0-NA

Durante o primeiro e o segundo dia de avalia¢do, ndo foram detectadas diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos (p > 0,05). No terceiro dia, a combinagdo
CrylAc + Cry2Ab2 + Vip3A se destacou, alcangando aproximadamente 50% de mortalidade
acumulada. Do quinto ao sétimo dia, as piramidagdes CrylAc + Cry2Ab2 + Vip3A, CrylAc +
Cry2Ab2 e CrylAb + Cry2Ae + Vip3A apresentaram taxas de mortalidade significativamente
mais altas em comparag@o ao controle e a combinagdo CrylF + CrylAc + Vip3A (Figura 2).
Entre as piramidagdes testadas, CrylF + CrylAc + Vip3A apresentou a menor mortalidade

larval (~25%), reforcando sua menor eficacia no controle da praga.
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Figura 2 - Mortalidade acumulada (%) de Spodoptera frugiperda ao longo de sete dias de
alimentagdo com folhas de algoddo Bt. Letras minusculas diferentes indicam
diferencgas estatisticamente significativas entre os tratamentos em cada dia de
avaliagdo (p <0,05).

A mortalidade média também evidenciou diferengas significativas entre os tratamentos
(Figura 3). As combinagdes Cryl Ac + Cry2Ab2 + Vip3A (~58%), Cryl Ac + Cry2Ab2 (~56%)
e CrylAb + Cry2Ae + Vip3A (~53%) apresentaram maior eficécia, todas ultrapassando 50%
de mortalidade. Por outro lado, a combinacao CrylF + CrylAc + Vip3A exibiu mortalidade
reduzida (~23%). O teste de Duncan confirmou diferengas estatisticamente significativas entre
os tratamentos (p < 0,05).

Os resultados demonstraram que a combinacdo de proteinas Bt com modos de acdo
distintos (Cry1, Cry2 e Vip3A) desempenharam um papel fundamental no manejo da resisténcia
de S. frugiperda, e que a eficicia das proteinas Bt depende da combinacdo especifica de
proteinas. A baixa mortalidade associada a piramida¢do contendo CrylF destacou a

necessidade de reavaliar seu uso em regides com historico documentado de resisténcia.
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Figura 3 - Mortalidade (%) de Spodoptera frugiperda alimentada com hibridos de algodao Bt
expressando as proteinas Vip3A/Cry. Barras com letras diferentes indicam
diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

4.4 Discussao

Neste estudo, foi avaliada a suscetibilidade de uma populagdo de S. frugiperda a
diferentes combinagdes de proteinas Bt expressas em cultivares de algoddo. Os resultados
demonstraram que os bioensaios com as piramidagdes CrylAc + Cry2Ab2 + Vip3A
(~58%/mortalidade), CrylAc + Cry2Ab2 (~56%/mortalidade) e CrylAb + Cry2Ae + Vip3A
(~53%/ mortalidade) foram eficazes na mortalidade. Dentre elas, CrylAc + Cry2Ab2 + Vip3A
apresentou mortalidade significativamente mais alta durante todo o periodo experimental,
indicando seu potencial como uma ferramenta robusta no manejo da praga avaliada.

A presenga da Vip3A combinada com CrylAc e Cry2Ab2 indicou uma contribui¢do
para uma interagao sinérgica que aumentou a toxicidade geral. O sinergismo entre proteinas Bt
ocorre quando a combinacdo produz um efeito toxico maior do que a soma dos efeitos
individuais (Figueiredo et al., 2019). Estudos de Figueiredo et al (2019) e Liu (2024)
corroboram que a combinagdo de CrylAc, Cry2Ab e Vip3Aa gera efeitos sinérgicos
significativos, resultando em maior mortalidade larval e reducdo no desenvolvimento da
resisténcia. Outros estudos demonstraram que a Vip3A mantém alta toxicidade mesmo contra
populacdes resistentes as proteinas Cryl e Cry2. Zhu et al. (2019) demostraram a eficacia da

Vip3A contra linhagens de S. frugiperda com resisténcia cruzada a Cry1 Ab e Cry2 Ab, enquanto
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Wen et al. (2023) destacaram sua agdo complementar em caracteristicas piramidadas. Esses
resultados apoiam a inclusdo estratégica da Vip3A em cultivos Bt.

A combinagao CrylAc + Cry2Ab2 apresentou eficacia comparavel a piramidagao tripla,
indicando intensa agdo sinérgica entre CrylAc e Cry2Ab2. Yang et al. (2017) também
relataram alta mortalidade em linhagens suscetiveis de S. frugiperda expostas a essa
combinac¢do. Entretanto, como enfatizado por Machado et al. (2020), combinagdes subotimas
podem comprometer a eficacia do controle, como observado na combinagao CrylF + CrylAc
+ Vip3A, que apresentou desempenho inferior (~23% de mortalidade). O ineficaz desempenho
do CrylF esta associado a resisténcia registrada em vdrias regides, como Brasil, Porto Rico,
Estados Unidos e Argentina (Storer ef al., 2010; Omoto et al., 2016; Boaventura et al., 2021).
Populacdes resistentes podem apresentar resisténcia cruzada a CrylAc devido a semelhangas
estruturais e modos de a¢do compartilhados (Horikoshi et al., 2016). O receptor ABCC2, por
exemplo, interage com CrylFa, CrylAb e CrylAc, e mutagdes nesse receptor tém sido
associadas a multiplos mecanismos de resisténcia a proteina Cry (Banerjee et al., 2017,
Camargo et al., 2017; Yang et al., 2019).

A piramidacdo de proteinas Bt com modos de agdo distintos — como Cryl, Cry2 e
Vip3A tem se mostrado eficaz para ampliar o espectro de controle de pragas e reduzir a
velocidade da evolugdo da resisténcia (Tay et al., 2022). As proteinas Cry se ligam a receptores
especificos no intestino médio, formando poros que causam desequilibrio osmotico e lise
celular (Tanaka et al., 2016; Jurat-Fuentes et al., 2021). Em contraste, a Vip3A atua por um
outro mecanismo, formando oligdbmeros que se inserem nas membranas celulares
independentemente dos receptores Cry, levando a morte larval (Chakroun; Ferré, 2014; Kunthic
et al., 2017). Essa distingdo no mecanismo de acdo contribui para a baixa ou inexistente
resisténcia cruzada entre Vip3A e proteinas Cry (Chakroun et al., 2016; Wen et al., 2023).
Assim, a incorporacdo da Vip3A em cultivos Bt € crucial para manter alta eficacia, mesmo em
areas com historico de resisténcia a Cry (Liu ef al., 2024).

A resisténcia evoluida no campo tem sido frequentemente atribuida a implementacao
inadequada de areas de refugio, auséncia de eventos de alta dose e aplicagdo limitada de
estratégias de manejo integrado de pragas (MIP) e manejo integrado de resisténcia (MIR)
(Carriere; Fabrick; Tabashnik, 2016; Tabashnik; Carriere, 2017). A rotacdo de culturas, o
plantio de refiigio e o monitoramento local das populagdes de pragas sdo praticas criticas para
mitigar a resisténcia as culturas Bt. O uso estratégico de proteinas piramidadas com modos de
acdo complementares ¢ fundamental para prolongar a durabilidade das tecnologias Bt em

regides sob alta pressao seletiva.
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Adicionalmente, ¢ essencial considerar que a eficacia das caracteristicas piramidadas
pode variar conforme a variabilidade genética das populagdes de S. frugiperda de diferentes

regioes, refor¢cando a importancia de programas continuos de monitoramento da resisténcia.

4.5 Conclusao

Os resultados deste estudo destacam a importancia estratégica da piramidagdo de
proteinas Bt com modos de acdo distintos para o controle de S. frugiperda. As combinagdes
CrylAc + Cry2Ab2 + Vip3A, CrylAc + Cry2Ab2 e Cryl Ab + Cry2Ae + Vip3 A demonstraram
eficacia superior, alcangando mais de 50% de mortalidade. Em contraste, a combinagdo CrylF
+ CrylAc + Vip3A apresentou baixa efetividade (<50%), provavelmente devido a resisténcia
pré-existente ao CrylF. Esses resultados ressaltaram a necessidade de uma selegdo criteriosa
das caracteristicas Bt piramidadas, considerando a compatibilidade entre proteinas e o historico
regional de resisténcia, a fim de garantir o sucesso a longo prazo das tecnologias Bt nos

programas de manejo de pragas.
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5 CAPITULO 3

IMPACTO DE EVENTOS BT PIRAMIDADOS SOBRE A SOBREVIVENCIA DE
Spodoptera frugiperda EM MILHO

RESUMO

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) ¢ a principal praga do
milho Zea mays L. no Brasil, ¢ o uso de cultivares transgénicos expressando proteinas de
Bacillus thuringiensis (Bt) constitui uma ferramenta essencial para o seu manejo. Contudo, a
evolugdo da resisténcia a algumas toxinas, como CrylF, ameaca a durabilidade dessa
tecnologia. Este estudo avaliou a sobrevivéncia larval de S. frugiperda em diferentes cultivares
de milho Bt, comparando piramidacdes com distintas combinacdes de proteinas, com énfase
naquelas contendo Vip3Aa. Os bioensaios de tempo-mortalidade foram conduzidos com larvas
de terceiro instar, provenientes de populagdes de campo coletadas na Fazenda Estrela na serra
do Quilombo no municipio de Bom Jesus- Pi (Latitude: -9,216754; Longitude: -44,916791).
Essas lagartas foram mantidas em uma criagdo no Laboratério de Protecdo de Plantas-
UFPI/CPCE para obtencao das geracdes a serem utilizadas no estudo. Para a realizagdo dos
bioensaios as lagartas foram alimentadas com folhas de cultivares que expressaram distintas
combinagdes de proteinas Bt. Assim, para os cultivares de milho foram avaliados sete
tratamentos, incluindo o tratamento controle: (1) Nao-Bt (controle); (2) Cry1A.105 + Cry2Ab2
+ Vip3Aa + Cry3Bbl; (3) CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa; (4) CrylF + CrylA.105 +
Cry2Ab2; (5) CrylF + CrylAb + Vip3Aa; (6) CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2+ Vip3A e (7)
CrylAb + Vip3A. A analise estatistica foi realizada por meio de GLM e teste de Duncan (p <
0,05), com curvas de sobrevivéncia estimadas pelo método de log-rank e valores de STso, no
software R. Os resultados evidenciaram diferengas significativas entre as piramidagdes, as
combinagdes CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aae CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa + Cry3Bbl
apresentaram maior eficacia, com TLso de quatro dias e mortalidade acumulada de 68—66%,
respectivamente, ap0ds sete dias de avaliacdo. A piramidag¢do CrylAb + Vip3Aa (58%) e CrylF
+ CrylA.105 + Cry2Ab2 (50%) também se destacaram, alcancando mortalidade elevada
mortalidade. Em contraste, piramidac¢des contendo CrylF, CrylF + CrylAb + Vip3Aa e CrylF
+ CrylA.105 + Cry2Ab2+ Vip3A, mesmo associadas a Vip3Aa, exibiram baixa eficicia ambas
com 41%, refletindo a disseminacdo da resisténcia a esta proteina em populacdes brasileiras.

Os resultados confirmam que a Vip3Aa € uma proteina-chave para a durabilidade da tecnologia
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Bt, por seu modo de a¢do distinto, elevada toxicidade e auséncia de resisténcia cruzada. Assim,
eventos piramidados contendo Vip3Aa devem ser priorizados em areas com historico de
resisténcia as proteinas Cry, garantindo maior eficacia no manejo de S. frugiperda e

contribuindo para a sustentabilidade do milho Bt no Brasil.

Palavras-chave: Cultivares Bt, Lagarta-do-cartucho, Manejo de inseto, Proteinas Bt,

Suscetibilidade.

5.1 Introducao

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de milho no mundo, cultivando aproximadamente
21 milhdes de hectares (CONAB, 2025). A cultura do milho esté sujeita a uma ampla gama de
insetos-pragas desde a germinagdo até a maturagdo fisioldgica dos graos, incluindo lagartas
desfolhadoras, insetos de solo e pragas de superficie que afetam principalmente as plantulas
(Valicente, 2015). A intensidade dos danos depende do estadio fenoldgico da planta, das
condi¢des edafoclimaticas, do sistema de cultivo e de fatores bidticos especificos de cada regido
(Cruz, 2022). Entre as pragas associadas ao milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) € a de maior importancia econdmica, ocasionando perdas expressivas
pelo corte de plantulas e pelo consumo de folhas, cartucho e espigas (Fatoretto et al., 2017,
Huang, 2020).

Nos estagios iniciais, as lagartas raspam a superficie foliar sem causar rupturas
significativas. A medida que se desenvolvem, elas migram para o cartucho da planta, onde se
alimentam intensamente, resultando em perfuragdes foliares, reducao da area fotossintética e
danos diretos as espigas (Vassallo, 2019; Anjorin ef al., 2021). Essa localizagdo no cartucho
dificulta a penetragdo de inseticidas, comprometendo a eficdcia do controle quimico (Barcelos;
Angelini, 2018).

Atualmente, um dos principais desafios no manejo de S. frugiperda ¢ a evolugdo da
resisténcia as tecnologias de controle, incluindo inseticidas quimicos e plantas transgénicas que
expressam proteinas inseticidas derivadas de Bacillus thuringiensis (Bt) (Farias et al., 2014;
Omoto et al.,, 2016 Okuma et al., 2018). No Brasil, cultivares Bt estdo disponiveis
comercialmente desde 2007 (ISAAA, 2025), expressando de forma isolada ou em piramidagdes
com diferentes toxinas, como as proteinas Cry e Vip, e se consolidando como ferramenta

essencial no manejo dessa praga.
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Desde a introdugcdo do milho Bt expressando CrylF, a tecnologia passou a ser
amplamente cultivada em larga escala e durante todo o ano (Horikoshi ef al., 2016). Contudo,
a presenca recorrente de Cry1F tanto em milho quanto em algodao exerceu uma intensa pressao
seletiva sobre as populagdes da praga, culminando no primeiro registro de resisténcia em 2014
(Farias Junior et al., 2014). O uso intensivo e continuo de eventos Bt com proteinas semelhantes
acelerou a selecdo de alelos de resisténcia, comprometendo gradualmente a eficacia dessa
tecnologia (Tabashnik et al., 2009).

A piramidacdo de proteinas Bt com diferentes sitios de acdo ¢ uma das principais
estratégias para ampliar o espectro de controle e retardar a evolugdo da resisténcia. Nesse
cendrio, a inclusdo da proteina Vip3A tem se mostrado fundamental, devido ao seu modo de
acao distinto e a elevada eficdcia contra populagdes resistentes a proteinas Cryl e Cry2 (Zhu et
al.,2019; Wen et al., 2023). Assim, eventos piramidados contendo Vip3A tém se consolidado
como ferramentas promissoras para prolongar a durabilidade da tecnologia Bt e manter niveis
consistentes de controle no campo.

Partindo da hipotese de que a eficacia das proteinas Bt varia conforme a combinagao
expressa nos cultivares, este estudo avaliou a suscetibilidade de S. frugiperda a diferentes
piramidacdes de proteinas Bt em milho. Assim, o objetivo dessa pesquisa foi identificar quais
combinagdes conferem maior eficacia no controle da praga, na busca de verificar a relevancia
dos eventos piramidados com Vip3A e a importancia de integrar tais tecnologias a0 manejo
integrado de pragas, associando seu uso a praticas de monitoramento populacional, a fim de
prolongar a eficiéncia e sustentabilidade do controle de S. frugiperda em sistemas agricolas

brasileiros.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Populacgdes de insetos

Larvas de S. frugiperda foram coletadas manualmente em campos de milho Bt, durante
a safra 2023/2024 na Fazenda Estrela na serra do Quilombo no municipio de Bom Jesus- Pi
(Latitude: -9,216754; Longitude: -44,916791), visando o estabelecimento de populacao
laboratorial. A coleta foi realizada diretamente nos cartuchos das plantas e as larvas foram
transferidas para recipientes de plasticos (100 mL) contendo folhagem fresca de milho ou dieta
artificial conforme descrito por Karsten Junior (Karsten; Precetti; Parra, 1978). 1978). Apos a

coleta, os recipientes contendo as larvas foram acondicionadas em caixas térmicas de isopor
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para transporte seguro e levados ao Laboratdrio de Protegdo de Plantas do Campus Professora
Cinobelina Elvas da Universidade Federal do Piaui, localizado em Bom Jesus, Piaui.

No laboratorio, as larvas foram individualizadas em bandejas de criagdo com 16 células
cada e alimentadas com dieta artificial padronizada até alcangarem o estagio de pupa. A triagem
das pupas (macho/ fémea) foi realizada, e os individuos adultos foram transferidos para gaiolas
de criacdo, contendo dez pares de macho e fémea por gaiola, para obtengdo das geracgdes
utilizadas nos bioensaios. As larvas das geracdes subsequentes foram mantidas em dieta
artificial até atingirem o terceiro instar (comprimento médio de 4 a 8 mm), e serem utilizadas
no bioensaio de tempo-mortalidade. As larvas de terceiro instar foram escolhidas devido a sua
suscetibilidade intermediaria as proteinas Bt, permitindo uma maior condi¢do de deteccdo de

suscetibilidade reduzida em relagdo aos instares iniciais ¢ tardios.

5.2.2 Cultivares de milho Bt

Foram utilizados sete cultivares de milho, sendo seis com tecnologia Bt e um cultivar

nao Bt (controle) (Tabela 3).

Tabela 3 - Cultivares de milho utilizados no estudo, suas respectivas proteinas inseticidas
expressas e a tecnologia Bt associada.

Cultivares Proteina Bt Tecnologia Bt
Cultivar 1 CrylA.105, Cry2Ab2, VIP3A e Cry3Bbl VTPRO4
Cultivar 2 CrylF, CrylA.105, Cry2Ab2 e Vip3Aa20 PowerCore® ULTRA
Cultivar 3 CrylAb, VIP3A Viptera
Cultivar 4 CrylF, CrylAb e Vip3Aa20 Leptra®
Cultivar 5 CrylA.105, Cry2Ab2, VIP3A Trecepta
Cultivar 6 CrylF, CrylA.105 e Cry2Ab2 PowerCore®
Cultivar 7 - Round Ready®

Os cultivares Bt e as proteinas inseticidas que expressam sdo apresentados na Tabela
3. O cultivo das plantas foi realizado em vasos de 10 L, (quatro sementes/ vaso), mantidos em
estufa no Campus Professora Cinobelina Elvas, da Universidade Federal do Piaui. A folhagem
fresca foi coletada durante os estadios de crescimento V4 a V10 do milho. A deteccao da
expressao das proteinas Bt nas amostras de milho foi realizada utilizando tiras
imunocromatograficas dos kits QuickStix especificos para as proteinas Cryl, Cry2 e Vip3A

(Envirologix Latin America Headquarters, Jaguaritina, SP, Brasil). As folhas foram cortadas
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diariamente (se¢des de 3 a 4 cm?), armazenadas em recipientes com agua destilada para manter

a turgidez, refrigeradas e mantidas no laboratorio para serem utilizados nos bioensaios.

5.2.3 Bioensaio foliar, tempo-mortalidade

Os bioensaios de tempo-mortalidade foram realizados em condi¢des abiodticas
controladas no Laboratério de Protecao de Plantas da Universidade Federal do Piaui, Bom
Jesus, Piaui, Brasil (temperatura de 25 + 3 °C, umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de
12 horas de luz). Foram utilizadas larvas de terceiro instar, provenientes da populagdo
laboratoriais a partir da quinta geracdo de insetos previamente descritas.

Os bioensaios foram conduzidos utilizando um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com sete tratamentos com seis repeti¢des. Cada repeticdo possui 16 larvas de S.
frugiperda, mantidas individualmente em bandejas com 16 compartimentos, resultando em um
total de 672 individuos utilizados no experimento (7 cultivares x 6 repeti¢cdes x 16 larvas). As
larvas foram alimentadas com sec¢des de folhas frescas dos cultivares de milho Bt (3-4 cm?) de
suas respectivas cultivares. As avaliagdes de mortalidade foram realizadas a cada 6 horas,

durante um periodo de 7 dias.

5.2.4 Analises estatisticas

A taxa de mortalidade cumulativa descrita acima foi analisada por meio de um modelo
linear generalizado (GLM) com distribui¢do binomial a partir do pacote ‘multcomp’ (Hothorn;
Bretz; Westfall, 2008). As curvas de sobrevivéncia foram calculadas utilizando o método de
log-rank (o = 0,05) para identificar diferencas estatisticas entre os tratamentos.

Para estimar os valores de tempo mediano de sobrevivéncia (ST50) e seus respectivos
intervalos de confianga de 95% (IC 95%), foram utilizados os pacotes estatisticos survminer €
survival no software R (R Core Team, 2024). Diferencas nos valores de ST50 entre os
tratamentos foram consideradas significativas quando os IC 95% ndo se sobrepuseram. As
médias de mortalidade foram comparadas pelo teste de Duncan (p < 0,05), a fim de identificar
diferencas significativas entre os eventos Bt avaliados. Todas as andlises foram realizadas no

software R.
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5.3 Resultados

A andlise da curva de sobrevivéncia de S. frugiperda em cultivares de milho Bt
indicaram diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p < 0,0001). As
piramidagdes CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa + Cry3Bbl e CrylA.105 + Cry2Ab2 +
Vip3Aa apresentaram a menor probabilidade de sobrevivéncia larval, com redugdo de 50% no

quarto dia de avaliacdo da mortalidade (Figura 4 ¢ tabela 4).

+ N3o-Bt + Cry1F+CrylA. 105+Cry2Ab2+Vip3Aa20 — CrylF+CrylAb+Vip3Aa20 —+ CrylF+Cry1A.105+Cry2Ab2
+ Cry1A105+Cry2Ab2+Vip3Aa+Cry3Bb1 — CrylAb+Vip3A + Cry1A 105+Cry2Ab2+Vip3A

100%

5%

50%

25%

| H
Lag-rank H ' i:

p=00001

Probabilidade de sobrevivéncia (%)

0%

Tempo (dias)

Figura 4 - Curvas de sobrevivéncia da lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) alimentadas
com tecidos foliares de cultivares de milho expressando proteinas Vip3Aa/Cry Bt.
Tratamentos avaliados: Nao-Bt (controle), CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa +
Cry3Bbl, CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa, CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2,
CrylF + CrylAb + Vip3Aa e CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2+ Vip3A. As
diferencas na sobrevivéncia foram estatisticamente significativas (log-rank, p <
0,0001).

Tabela 4 - Tempo letal mediano (TLso), em dias, para 50% de mortalidade de Spodoptera
frugiperda exposta a diferentes combinacdes de proteinas Bt. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p < 0,05).
NA: ndo aplicavel.

Proteina Bt TL 50 Média (dias) 95%CL Média (dias)
Controle NA NA
CrylA.105+Cry2Ab2+Vip3Aa+Cry3Bbl 4,0 4,0-5,0
CrylF+CrylA.105+Cry2 Ab2+Vip3Aa20 NA 5,0- NA
CrylAb+Vip3A 5,0 4,0- NA
CrylF+Cryl Ab+Vip3Aa20 NA 7,0- NA
CrylA.105+Cry2Ab2+Vip3 A 4,0 4,0-5,0

CrylF+Cry1A.105+Cry2Ab2 7,0 6,0-NA
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A piramidagdo CrylAb + Vip3Aatambém demonstrou alta eficidcia, com tempo
mediano de sobrevivéncia de cinco dias. Em contraste, os tratamentos contendo Cry1F, CrylF
+ CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa20, CrylF + Cryl Ab + Vip3Aa20 e CrylF + CrylA.105 +
Cry2Ab2 exibiram sobrevivéncia significativamente superior as demais piramidag¢des Bt na
tecnologia Bt.

A mortalidade acumulada de S. frugiperda variou significativamente entre os
tratamentos ao longo dos sete dias de avaliacao (Figura 5). Nos dois primeiros dias, ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre as piramidagdes Bt e o controle ndo Bt (p > 0,05). Entre
o terceiro e o quinto dia, os tratamentos CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa e CrylA.105 +
Cry2Ab2 + Vip3Aa + Cry3Bbl apresentaram mortalidade significativamente superior as
demais piramidag¢des Bt. No sexto e sétimo dia, o tratamento CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa
manteve o melhor desempenho, enquanto Cry2Ab2 + Vip3Aa + Cry3Bbl, CrylAb + Vip3Aa
e CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2 apresentaram mortalidade intermediaria. Em contrapartida,
as piramidacdes contendo CrylF, CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aae CrylF + Cryl1Ab
+ Vip3Aa exibiram mortalidade significativamente menor, demonstrando efic4cia limitada no

controle de S. frugiperda.

100 7 —g— Nzo-Bt
—8— Cry1A.105 + Cry2Ab2 + Vip3A + Cry3Bb1
—8— Cry1F + Cry1A.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa20
80 4 Cry1Ab + Vip3A

—8— Cry1F + Cry1Ab + Vip3Aa20
—8— Cry1A.105 + Cry2Ab2 + Vip3A a
—8— Cry1F + Cry1A.105 + Cry2Ab2

60 -

40 -

Mortalidade (%)

Dias

Figura 5 - Mortalidade acumulada (%) de Spodoptera frugiperda ao longo de sete dias de
alimentacdo com folhas de milho Bt. Letras minusculas diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos em cada dia de
avaliacdo (p < 0,05).

A mortalidade acumulada de S. frugiperda variou significativamente entre os

tratamentos ao longo dos sete dias de avaliacao (Figura 5). Nos dois primeiros dias, ndo foram
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observadas diferencas estatisticas entre as piramidac¢des Bt e o controle ndo Bt (p > 0,05). Entre
o terceiro e o quinto dia, os tratamentos CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa e CrylA.105 +
Cry2Ab2 + Vip3Aa + Cry3Bbl apresentaram mortalidade significativamente superior as
demais piramidacdes Bt. No sexto e sétimo dia, o tratamento CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa
manteve o melhor desempenho, enquanto Cry2Ab2 + Vip3Aa + Cry3Bbl, CrylAb + Vip3Aa
e CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2 apresentaram mortalidade intermediaria. Em contrapartida,
as piramidacdes contendo CrylF, CrylF + Cryl1A.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aae CrylF + Cryl Ab
+ Vip3Aa exibiram mortalidade significativamente menor, demonstrando efic4cia limitada no
controle de S. frugiperda.

Houve diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p < 0,05) (Figura
6). As piramidagdes CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa (~68 %) e CrylA.105 + Cry2Ab2 +
Vip3Aa + Cry3Bbl (~66%), apresentaram as maiores taxas de mortalidade de S. Frugiperda,

sendo as mais eficazes no controle da praga e estaticamente superiores aos demais tratamentos.

100 -

80 -

ST

ab
60 - ab

40 A

Mortalidade (%)

20 ¢

Figura 6 - Mortalidade (%) de Spodoptera frugiperda alimentada com hibridos de milho Bt
expressando as proteinas Vip3A/Cry. Barras com letras diferentes indicam

diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p < 0,05).
As piramidagdes CrylAb + Vip3Aa (~60%) e Cry1F + Cryl1A.105 + Cry2Ab2 (~50%),

apresentaram desempenho intermediario, enquanto as piramidagdes CrylF + CrylA.105 +
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Cry2Ab2 + Vip3Aa20 (~41 %), CrylF + CrylAb + Vip3Aa (~41, %), exibiram mortalidade
reduzida, em relagdo as demais piramidacdes Bt avaliadas.

Os resultados evidenciam a maior eficiéncia das piramidagdes que contém a proteina
Vip3Aa, resultando em mortalidade mais elevada de S. frugiperda, enquanto as combinagdes
que incluem CrylF demonstraram eficacia reduzida, o que reforga a necessidade de reavaliagao

do uso de eventos baseados em CrylF.

5.4 Discussao

Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram diferengas expressivas na eficacia das
piramidacdes Bt de milho no controle de S. frugiperda, com destaque para o desempenho
superior dos eventos que expressam a proteina Vip3Aa em combinag¢do com outras toxinas Cry,
especialmente as combinagdes CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa, CrylA.105 + Cry2Ab2 +
Vip3Aa + Cry3Bbl, que foram significativamente mais eficazes, promovendo reducao de 50%
da sobrevivéncia larval no quarto dia e mortalidade 66-70% até o sétimo dia. Esses dados estao
em consonancia com estudos recentes que confirmam mortalidades entre 98—100% em
populagdes de campo ao expor larvas F1 de S. frugiperda a cultivares de milho com Vip3Aa
combinados com proteinas Cry, como observado no estudo conduzido em regides tropicais do
Brasil (Silva et al., 2024). Tais resultados podem ser atribuidos a alta toxicidade da Vip3Aa,
aliada ao potencial complementar das proteinas CrylA.105 e Cry2Ab2.

A piramidacdo Cry1Ab + Vip3Aa, embora composta por apenas duas proteinas, também
apresentou elevado desempenho, com mortalidade de (~58%) e tempo mediano de
sobrevivéncia de cinco dias, refor¢gando a importancia da Vip3Aa como proteina chave para o
sucesso das piramidacdes, mesmo as mais simples podem ser altamente eficazes, desde que
incluam a proteina Vip3Aa. Segundo Liu et al. (2024), a toxina Vip3Aa demonstrou ser
significativamente mais toxica do que qualquer proteina Cry isolada, sendo mais répida, letal e
em menor concentragao (CLso). Além disso, as combinagdes de Vip3Aa com Cry2Ab podem
ter apresentado efeitos aditivos e sinérgicos, aumentando a mortalidade larval.

A proteina Vip3A apresenta maior eficdcia em comparacdo as proteinas Cryl e Cry2
devido ao seu modo de agdo distinto e a auséncia de resisténcia cruzada. Estudos mostram que
Vip3A se liga a receptores diferentes de CrylAb, CrylAc, CrylFa, Cry2Ab e Cry2Ae,
mantendo a suscetibilidade mesmo em populagdes resistentes as proteinas Cry (Ben et al., 2013;
Chakroun; Ferré, 2014; Chakroun et al., 2016), o que reduz a probabilidade de resisténcia

cruzada entre essas classes de toxinas. Adicionalmente, no Brasil, estudos de monitoramento
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detectaram baixa frequéncia de alelos de resisténcia a Vip3Aa20 (0,0033) e confirmaram sua
importancia em eventos piramidados (Bernardi et al., 2015; Amaral et al., 2019). Esses
resultados destacaram a importancia da incorporagao da Vip3A em piramidacdes Bt.

Os tratamentos contendo CrylF apresentaram mortalidades intermedidrias (~41-50%)
e acdo mais lenta, com metade da populacao viavel até o final do estudo como ocorreu na
piramidacdo CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2. Essa eficacia limitada se justifica por meio dos
diversos relatos de resisténcia de campo a CrylF, inclusive no Brasil (Farias Junior et al., 2016;
Santos-Amaya et al., 2017). Esses resultados estdo em consondncia com estudos anteriores,
como os de Orozco-Restrepo et al. (2024), que documentaram resisténcia pratica de populagdes
brasileiras de S. frugiperda as proteinas CrylF, CrylA.105 ¢ Cry2Ab2. No mesmo estudo,
observou-se que a resisténcia ao Cry1F foi ndo recessiva e a piramidacdo Cry1A.105 e Cry2Ab2
foi recessiva, mas estdvel ao longo de 12 geracdes e sem custos de aptiddo, fatores que
favorecem sua persisténcia em campo.

A presenca de Cry1F pode reduzir o desempenho de piramidagdes ao promover selecio
prévia de resisténcia cruzada. As piramidagdes CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa20
(~41 %) e CrylF + CrylAb + Vip3Aa (~41, %), mesmo contendo Vip3Aa, foram menos
eficazes que outras combinagdes sem CrylF. Quando uma toxina (como CrylF) possui
resisténcia disseminada, ela ndo contribui efetivamente para o controle e ainda favorece a
sobrevivéncia de individuos heterozigotos, aumentando o risco de resisténcia para outras
toxinas da piramidacdo (Tabashnik; Carriere et al., 2017; Tabashnik et al., 2023). Isso reduz o
valor funcional da piramidagdo e compromete sua durabilidade, sendo ainda mais critico
quando a pressao de selecao ¢ alta e as estratégias de manejo € implementada inadequadamente.

Diante disso, a adicdo de Vip3Aa em eventos piramidados torna-se crucial, pois, além
de ampliar o espectro de agdo, evita a resisténcia cruzada com as proteinas Cryl, pois o uso
continuo de piramidac¢des contendo CrylF em regides com historico de resisténcia pode
comprometer o sucesso de piramidagdes subsequentes. Diversos estudos apontam que a
proteina Vip3Aa se liga a receptores diferentes daqueles utilizados pelas proteinas Cryl e Cry2,
o que impede o desenvolvimento de resisténcia cruzada em populacdes de S. frugiperda.
Portanto, mesmo populagdes resistentes a Cryl e Cry2 mantém elevada suscetibilidade a
Vip3Aa (Jakka et al., 2015; Li et al., 2016; Boaventura et al., 2021; Yang et al., 2022). Estudos
moleculares também demonstram que a resisténcia a CrylF esta frequentemente associada a
muta¢do no gene ABCC2 (Flagel et al., 2018; Yang et al., 2020), o que compromete sua
eficacia, especialmente quando utilizada em piramidagdes com outras toxinas estruturalmente

semelhantes, como CrylA.105 e CrylAb.
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Segundo Wen et al. (2023), o evento MIR162, que expressa Vip3Aa, mantém um
controle eficaz de S. frugiperda mesmo apds mais de 10 anos de uso comercial, sem registros
de falhas praticas em campo. Assim, a auséncia de resisténcia cruzada entre Vip3Aa e as
proteinas Cry, associada ao alto custo adaptativo da resisténcia a Vip3Aa (Yang et al., 2021),
o que reforga a necessidade de priorizar eventos Bt que incluam essa toxina em areas com
historico de resisténcia.

Embora, os resultados tenham demonstrado que piramida¢des com Vip3Aa sao
significativamente superiores, a ado¢do de eventos Bt contendo Vip3Aa deve ser priorizada
como estratégia de manejo de resisténcia e controle eficiente visando a sustentabilidade e
durabilidade da tecnologia Bt. Além disso, ressalta-se a importancia de estudos continuos de
monitoramento da suscetibilidade de populagdes de S. frugiperda em diferentes regides
geograficas. Pois a vigilancia constante permitira detectar precocemente alteracdes nos niveis

de eficacia afim de ajustar as estratégias de manejo de S. frugiperda.

5.5 Conclusao

Os resultados deste estudo evidenciam que a eficacia das tecnologias Bt no controle de
S. frugiperda varia de acordo com as combinagdes de proteinas expressas nos cultivares de
milho. As piramidagdes que incluem a proteina Vip3Aa, especialmente nas combinagdes
CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aae Cryl A.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa + Cry3Bbl1, apresentaram
maior desempenho, com rapida redugdo da sobrevivéncia larval e taxas de mortalidade
superiores. Por outro lado, piramida¢des contendo Cry1F, mesmo quando associadas a Vip3Aa,
demonstraram eficéacia reduzida, o que reflete a disseminacao de resisténcia a esta toxina em
populagdes brasileiras de S. frugiperda, favorecendo a sobrevivéncia de individuos resistentes
e acelerando a selec¢do de resisténcia em campo.

Os resultados reforcaram a importancia da Vip3Aa como proteina-chave em eventos Bt
piramidados, devido ao seu modo de acao distinto, elevada toxicidade e auséncia de resisténcia
cruzada. A priorizacdo de cultivares que incluam Vip3Aa em regides com historico de falhas
de controle associadas a proteinas Cry ¢ fundamental para garantir a durabilidade da tecnologia

Bt e assegurar o manejo sustentavel de S. frugiperda na cultura do milho no Brasil.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A analise integrada das curvas de sobrevivéncia em ambas as culturas, algodao e milho
revelou padrdes distintos, porém complementares, na eficacia das piramidagdes Bt. No milho,
as piramidagdes CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa + Cry3Bbl e CrylA.105 + Cry2Ab2 +
Vip3Aa demonstraram excelente desempenho, com tempo mediano de sobrevivéncia de quatro
dias e mortalidade superior (~65%-70%, respectivamente). Resultado similar foi observado no
algodao para CrylAc + Cry2Ab2 + Vip3Aa20, que apresentou um tempo ainda mais rapido,
em apenas trés dias (~60%) (Figura 7).

+ Algodio - Nao-Bt Algod#o - Cry1F+Cry1AC+VIp3A =+ Milho - Cry1A.105+Cry2Ab2+Vip3Aa+Cry3Bb1 — Milho - Cry1F+Cry1Ab+Vip3Aa20
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Figura 7 - Curvas de sobrevivéncia da lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) alimentadas
com tecidos foliares de cultivares de algoddao e milho expressando proteinas
Vip3Aa/Cry Bt. Os tratamentos avaliados: Nao-Bt (controle), Cryl1Ab + Cry2Ae +
Vip3A, CrylAc + Cry2Ab2 + Vip3A, CrylF + CrylAc + Vip3A e CrylAc +
Cry2Ab2 para algodao e CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa + Cry3Bbl, CrylA.105
+ Cry2Ab2 + Vip3Aa, CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2, CrylF + Cryl Ab + Vip3Aa
e CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2+ Vip3A para milho. As diferengas na
sobrevivéncia foram estatisticamente significativas (log-rank, p < 0,0001).
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Em ambas as culturas, a presenca da proteina Vip3Aa mostrou-se fundamental para o
controle eficiente das larvas de S. frugiperda, acelerando significativamente a reducdo da
sobrevivéncia. Por outro lado, os tratamentos contendo CrylF apresentaram desempenho
inferior de forma consistente nas duas culturas. No milho, piramidagdes como CrylF +
CrylA.105 + Cry2Ab2 mostraram tempo de sobrevivéncia prolongado, padrdo similar ao
observado no algodao para CrylF + CrylAc + Vip3A.

Os resultados indicam que piramidacdes Bt contendo a proteina Vip3Aa sdo mais
eficazes na reducdo da sobrevivéncia de S. frugiperda, enquanto combinagdes com CrylF
apresentam desempenho inferior. Esses resultados destacaram a importancia de selecionar
eventos Bt com alta eficacia e complementaridade entre proteinas, considerando as
caracteristicas Unicas de cada cultura, para maximizar o controle do inseto-praga avaliado e

prolongar a durabilidade das tecnologias Bet no manejo sustentavel.
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