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RESUMO

O desenvolvimento da resisténcia representa umacana® controle de pragas com a utilizacéo
de plantasBt. A conservacao de inimigos naturais pode contripama reduzir a evolugéo da
resisténcia a sojBt, e entre os insetos de interesse para uso no leodegespécies do género
Spodopteraos parasitoides tém sido considerados os magriames devido a sua eficiéncia e a
sua especificidade em relacdo ao hospedeiro. desspectiva, este estudo teve como objetivo
avaliar as interacOes depodoptera eridaniglLepidoptera: Noctuidae) e o endoparasitoide
Dolichozelesp. (Hymenoptera: Braconidae), quando tratados aosojaBt que sintetiza a
proteina CrylAc. Para tanto, lagartasSieeridaniaforam expostas aos seguintes tratamentos:
(T1) ndo parasitadas e alimentadas com soja coowahc(T2) ndo parasitadas e alimentadas
com sojaBt, (T3) parasitadas e alimentadas com soja convaaci§T4) parasitadas e
alimentadas com sofgt, e (T5) parasitadas e alimentadas com soja tralcsgBRR. A biologia
dos parasitoides descendentes de lagartas alirmentan sojaBt foi avaliada através da
observacdo da data de formacédo do casulo do patesib data de emergéncia, o sexo, a
longevidade do parasitoide adulto e a sobrevivéNaaavaliacdo de preferéncia do parasitoide
por lagartaslimentadas com sopt e soja nadt, as lagartas receberam tempos de exposicao
diferentes a fémea do parasitoide — a saber, 2b, 8 Nos tratamentos cdbolichozelesp.
isolados ou em conjunto com sdi, a mortalidade foi significativamente maior que o
tratamento-controle (F= 63,5; gl= 4,14; p=0,00pyeaentando mortalidade média de lagartas de
17,0 (T3), 20,2 (T4) e 17,5 (T5). Através dos ers@nunoenzimaticos (ELISA), foi possivel
detectar a presenca da proteina CrylAc em folhasjdBt, fezes deS. eridaniae em larvas de
Dolichozele sp. Os parasitoides emergidos de lagartas alioetaom sojaBt e soja RR
evidenciaram diferencas significativas na fase dpap(F= 15,058; gl=2; P=0,001) nos
tratamentos T4 (16,6 dias) e T5 (17,08 dias), quaodhparados com o controle, T3 (18,2 dias).
Parasitoides submetidos ao T4 (lagartas alimentadas soja Bt) apresentaram menor
sobrevivéncia em relagdo aos outros tratamentqidiaMeier, Log Rank, X=8,22, gl=2, p =
0,016; Breslow, X=9,58, gl=2, P = 0,008; Tarone-War€, 39,94, gl=2, p = 0,007). Observou-
se correlagéo positiva entre o tempo de exposigéae de parasitismo @elichozelesp. emsS.
eridania(Rho de Spearman = 0,758, p=0,00Jrtanto, os resultados deste estudo indicam que o
parasitoide tem efeito positivo no controleSleeridania entretanto seu desenvolvimento e sua
sobrevivéncia podem se influenciar pela presengexitaa Bt. Dolichozelesp. revelou potencial
para agir de forma eficiente em estratégias deejp@a evolucéo da resisténcia as proteinas Cry
em sojaBt, pois podem ajudar a suprimir as populacdes dgpravo e ndo alvo.

Palavras-chave: Soft, Spodoptera eridania, Dolichozedp.



ABSTRACT

The development of insect resistance poses a thomepest control usinddt plants. The
conservation of natural enemies may contribute éduce the evolution oBt soybean
resistance. Among the insects of interest for usdhe control of species of the genus
Spodopteraparasitoids have been considered the most imypodize to their efficiency and
specificity in relation to the host. In this wapig study aimed to evaluate the interactions of
Spodoptera eridania(Lepidoptera: Noctuidae) and the endoparasitbidlichozele sp.
(Hymenoptera: Braconidae) when treated VEttsoybean that synthesizes CrylAc protein. For
this purposeS. eridanialarvae were exposed to the following treatmerk4) fon-parasitized
and fed with conventional soybean; (T2) non-paesit and fed withBt soybean; (T3)
parasitized and fed with conventional soybean; @apsitized and fed witBt soybean; and
(T5) parasitized and fed with transgenic BRR sogbéeghe biology of the parasitoids
descendant from larvae fed willt soybean was evaluated by observing the date wfation

of the parasitoid pupa, date of emergence, sext pdrasitoid longevity and survival. In the
evaluation of the parasitoid preference for larfed with Bt soybean and noBt soybean,
larvae received different exposure times to theaptoid female, of 2h, 4h and 6h. In the
treatments usindpolichozelesp. isolated or in conjunction witBt soybean, mortality was
significantly higher than the control treatmentf63.5; gl = 4.14; P = 0.001), with a mean
larval mortality of 17.0 (T3), 20.2 (T4) and 17.95). Through the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), it was possible teddhe transfer of the CrylAc proteinSn
eridania and Dolichozelesp.). The parasitoids emerged from larvae Beédoybean showed
significant difference in the pupal phase (F = 58,09l = 2, P = 0.001) in the treatments T4
(16.6 days) and T5 (17.08 days) when compared rasotd 3 (18.2 days)The survival of the
parasitoids that emerged from larvae fed vidtlsoybean (T4) was lower (Kaplan-Meier, Log
Rank, X = 8.22, gl = 2, p = 0.016, Breslow? % 9.58, gl = 2, p = 0.008; Tarone-Ware, X
9.94, gl = 2, p = 0.007). There was a positive elation between the exposure time and the
parasitism rate obolichozelesp. inS. eridania(Spearman's Rho = 0.758, p = 0.001). The
results of this study indicate that the parasit@d a positive effect on the controlSferidania
however its development and survival may be infbeéehby the presence of tist toxin.
Dolichozelesp. presented the potential to act positivelytiategies to manage the evolution of
resistance to Cry proteins Bt soybeans, as they may help suppress pest popslatio

Keywords:Bt soybeanSpodoptera eridania. Dolichozedp.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Parasitoides

No MIP, a acdo de inimigos naturais representa waitarnativa de reducao
populacional de insetos-praga, com vistas a otigaizada producdo agricola e ao mesmo
tempo a garantia de beneficios significativos, carsustentabilidade do sistema de cultivo
em longo prazo e a protecéo do agroecossistemd&RKMANN-CAMPO et al., 2000). Nesse
sentido, os parasitoides e os predadores abaraagddumportante na regulacdo de pragas.
Estudos sobre o impacto direto e indireto de ptaBtasobre esses insetos benéficos foram
conduzidos (BORTOLOTTO et al., 2014; MAGALHAES ét 2015; WOLFENBARGER et
al., 2008). O impacto nos organismos néo alvo tasigs da utilizacao da tecnolo@bdeve-
se aos efeitos diretos - ou indiretos - da toxigla peducdo na quantidade e na qualidade do
hospedeiro (parasitoide) ou da presa (predadorjoscefeitos potenciais tém sido
investigados. (DUTTON; ROMEIS; BIGLER, 2003; ROMEMEISSLE; BIGLER, 2006).

Para avaliar de forma eficiente a acdo das pre@ry no terceiro nivel trofico
(parasitoides), os hospedeiros, ndo podem sertsresea toxina Cry, para que os efeitos
diretos possam ser eficientemente avaliados, e ©®sm, 0s indiretos, possivelmente
descartados. A seguranca de algumas proteBhaei averiguada em estudos tritréficos
realizados com herbivoros resistentes ou ndo $usisedBt que evitaram os problemas da
gualidade da presa ou do hospedeiro. (CHEN €2@08; DESNEUX et al., 2010).

A manutencdo de inimigos naturais - 0s quais ajudatontrolar as populacdes de
pragas em areas de cultuBts também configura uma possibilidade para retaadarolucao
da resisténcia. (DESNEUX et al.,, 2010; GOULD; KENNE JOHNSON, 1991,
LUNDGREN et al., 2009). De mais a mais, uma metdis@ confirmou a seguranca das
proteinas deBt, principalmente em comparacdo com inseticidasdi@athis. (NARANJO,
2009). Quando os efeitos negativos das prote@rsforam observados sobre inimigos
naturais, aparentaram ser devido a ma qualidadwsloedeiro, e ndo diretamente ao dano da
proteina. (ROMEIS; McLEAN; SHELTON, 2013).

Os parasitoides sdo muito sensiveis as alterag®esetis hospedeiros apos a ingestao
das toxinas, posto que costumam completar o sandalsimento em um Unico hospedeiro.
Quando os hospedeiros suscetiveis sao tratados taximasBt, a possibilidade de os
parasitoides serem afetados é maior que a dosdmexda que sdo muitas vezes generalistas e
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se alimentam de diferentes presas. (RAMIRES-ROMEROal., 2007; VOJTECH;
MEISSLE; POPPY, 2005). Receptores para proteind &rysdo atualmente desconhecidos
em Hymenoptera, portanto, essas toxinas ndo deeemefeéitos diretos ou subletais em
parasitoides da ordem Hymenoptera. Alguns estudusriares desvendaram que 0S
biopesticidas a base d&, em que as protoxinas sdo inativas, nao tiverasiioefiluando
ingeridos por parasitoides adultos. (BLUMBERG et 8097; CHILCUTT,; TABASHNIK,
1999). No entanto, alguns efeitos diretos e indggpodem ser observados quando os
parasitoides tém como hospedeiros insetos expagi@ntaBt que expressam proteinas Cry
ativadas. (LIU; SUN; ZHANG et al., 2005; ZHANG dt,2006).

A maior parte das superfamilias de himendépterosasigaides de importancia
econdmica - exceto Chrysidoidea e Vespoidea -(@&erao grupo Parasitica. (FUJIHARA et
al., 2011). A segunda maior familia de Hymenoptera, cenca de 14.890 espécies descritas
e 40.000 espécies estimadas e distribuidas pelodonumteiro é representada pelos
Braconidaes. (SHARKEY, 1993; WHARTON; MARSH; SHARKE1997). Comunidades
desses insetos sdo de grande importancia na estrdtis ecossistemas; alguns estudos
avaliaram a relacdo de predador-presa (BEGON; SRHHOMPSON, 1995) e modelos, onde
provaram que os parasitdides possuem alto potaheiabntrole de insetos fitéfagos, quando
comparados com outros agentes de controle natwalo:c predadores e patdégenos
(HAWKINS; CORNELL; HOCHBERG, 1997).

A maioria dos braconideos consiste em parasitgidiesarios de outros insetos e
normalmente estdo associados, apenas a um hospddeinte o seu desenvolvimento. Os
mais comuns sao larvas holometabolas (Lepidop&obkeoptera e Diptera). Os Braconidaes
de acordo com a estratégia de vida que apresenpmalem ser classificados em
endoparasitoides (larvas dos parasitoides queiserdhm internamente do hospedeiro) e
ectopasitoides (que se desenvolvem externamente ediospedeiro e se alimentam atraves
de uma lesdo tegumentar). Em duas outras categ@iasmber, cenobiontes (paralisam
momentaneamente o hospedeiro, permitindo o sewnvd®sanento apds a oviposicdo) e
idiobiontes (paralisam permanentemente o hospedeipedindo que este se desenvolva). A
maioria das espécies € endoparasitoide cenobiameéa que um grande numero seja
ectoparasitoide idiobionte. Embora muitos bracarmsdesejam estritamente solitarios, o
parasitismo gregario € comum, particularmente eogeMicrogastrinae, Braconinae e
Doryctinae. (WHARTON; MARSH; SHARKEY, 1997; YAMADA2001).

A biologia, o tamanho, a etiologia e a morfologi® @ltamente variaveis: a maioria

tem coloragéo preta, castanha ou alaranjada; onteondo corpo pode variar de 1 mm a 30
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mm de comprimento, excluindo-se o ovipositor, qoeepser igual ou mais longo que o
comprimento do corpo em algumas espécies; sdo mnmeetos muito ativos e mostram
grau variavel de especificidade ao hospedeiro. TVAEWS, 1974). Além da importancia
ecologica dos Braconidae como agentes reguladerelévdrsos grupos de insetos fitdfagos,
servem também como indicadores da presenca (owsknga) dessas populacdes. No
aspecto econdmico, a familia inclui espécies atilés em programas de controle bioldgico
em ecossistemas agricolas tropicais e subtrop{@@NZALEZ; RUIZ, 2000).

Nos resultados de Luz (2017), parasitoides reptasess do génerbolichozelesp.
(Hymenoptera: Braconidae: Macrocentrinae) forano@asgos ao parasitismo efmticarcia
gemmatalisJa Silva, Cruz e Penteado-Dias (2014) registraray@nero como parasitoide de
Spodoptera frugiperdao que possibilita presumir que o0 grupo possa agircontrole

bioldgico de lagartas de diversas espécies.
1.2 Spodoptera eridania

Dentre o0s, organismos nao alvo que estdo se tasnaraas com importancia
econdmica para a SOft, ressalta-se a lagarta-da-vag&modoptera eridaniaa qual se
alimenta tanto das folhas da soja quanto das vag8ANTOS; NEVES; MENEGUIM,
2005). A espécie ja é reconhecida como uma prageechm algumas areas de producédo de
soja brasileira (BUENO et al., 2011; SANTOS; NEVEBMENEGUIM, 2005; SUJII et al.,
2006), por apresentar alta tolerancia a proteilyd Ar expressa na sopt. (BERNARDI et
al., 2014).

No Brasil, S. eridaniaé citada atacando algodao, soja, amendoim, altaoceate,
couve, mamona, pimentdo e aboboreira. (BERNARDd&lgt2014). Na cultura da soja, o
potencial de desfolha d8. eridaniaé semelhante ao d&. gemmatalise C. includens
(BUENO et al., 2011). Essa praga possui alto paéenmeprodutivo com capacidade de
ovipositar de 600 a 900 ovos. Em laboraté8ogridaniaapresenta de 6 a 7 instares larvais,
guando alimentadas com folhas de soja e de algod&pectivamente. (SANTOS; NEVES;
MENEGUIM, 2005). A duracao da fase larval variaddze a dezoito dias, e dependendo da
planta hospedeira, podera haver variacbes no dasenento. (LYNCH; PARIR;
JOHNSON, 1983). A lagarta d&. eridania pode medir 50 mm de comprimento,
apresentando cor geral castanha a cinza escuray&sirstras longitudinais sobre o dorso. O
adulto € uma mariposa de cor cinza, com uma mapcii@ no primeiro par de asas.
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; LYNCH; PARIR; JOHNSQNI983).
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No estudo promovido por Bernardi et al. (2012),eapéciesde S. cosmioides, S.
eridaniae S. frugiperdadesvelaram baixa - ou nenhuma - suscetibilidastgaBt contendo a
proteina CrylAc. Das trés espécie§. drugiperdamostrou alguma suscetibilidade a CrylAc
purificada, mas mesmo a concentracdo maxima test@olaausou alta mortalidade. Logo,
essas espécies @podopteraevidenciam maior tolerancia a proteina CrylAc de qutras
espécies de lepidopteros. (LUTTRELL; WANKNIGHTEN9D).

Segundo Oliveira et al. (2013), muitos produtorés tobservado o crescimento
populacional dé&. eridania(Lepidoptera: Noctuidae) em lavouras de miBtpsugerindo que
0 inseto possa estar encontrando condi¢cdes favsrfpaga o seu desenvolvimento nas
lavourasBt. As razdes que podem favorecer o crescimento pojoulal de pragas nao alvo
abrangem o menor uso de inseticidas e a menor ¢@d@peor alimento com outras pragas.
(ZEILINGER; OLSON; ANDOW, 2011). Além disso, por rseolifaga, S. eridania
(DELANEY, 2012; MICHEREFF-FILHO et al., 2008) podesenvolver rapida adaptacdo a
diferentes agroecossistemas e suas variagfesaiideta importancia da espécie para o MIP -
soja. Inseticidas sintéticos sdo comumente utiigacho controle de infestacbes de
lepidopteros da soja - muitas vezes, com sucesstadio em pragas-alvo e ndo alvo, em
razdo das diferencas existentes na atividade $ettén dos produtos, desenvolvendo assim
tolerancia ao inseticida e habitos alimentares gabdos abaixo do dossel da planta.
(MARTINS; TOMQUELSKI, 2015; OLIVEIRA; FERREIRA; ROMN, 2010).

1.3 SojaBt

A sojaGlycine maxL.) Merrill (Fabaceae: Phaseoleae) represenéganhinosa mais
importante do mundo, com 90% de sua producdo adiivem paises como Estados Unidos,
Brasil, Argentina, China e india. (CHANG; HUNGRIR&015). Nesse panorama, o Brasil
figura como segundo maior produtor de soja, comodygdo estimada em 100 milhdes de
toneladas na safra 2015-2016, depois dos Estadadod)nque contabilizou quase 107
milhdes de toneladas. (UNITED STATES DEPARTMENT @ERICULTURE (USDA),
2016).

O crescimento da cultura da soja no pais esteverseassociado aos avancos
cientificos e a disponibilizacdo de tecnologiassdtor produtivo. A mecanizacdo e a criacao
de cultivares altamente produtivas adaptadas asrsdis regides, o desenvolvimento de
tecnologias relacionadas aos manejos de solosdu®agio e de calagem, as pragas e as

doencas e a identificacdo e a solucao sintetizaprinsipais fatores responsaveis por perdas
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no processo de colheita. J4 os fatores promoterasahco se evidenciam como responsaveis
pela alta producdo nacional - em especial, no gnicada de 2015/2016. (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO (CONAB), 2016).

Dentre os principais fatores limitantes da produgéosoja, elencam-se 0s insetos-
praga, com destaque as lagartas desfolhadorassegamentam tanto do limbo como das
nervuras foliares, o que pode acarretar o desfahtmtotal e ocorrer durante todo o
desenvolvimento da planta, ocasionando assim pealasodutividade de até 75% (BUENO
et al., 2011). O sucesso na expansao da legummuokgritorio brasileiro se deve também ao
desenvolvimento de variedades resistentes a algpregas que afetam a cultura. A
comercializagcdo de plantaBt- geneticamente modificadas com genes da bactéria
entomopatogénicaBacillus thuringiensis (Bt) e aplicadas no manejo dos insetos -
revolucionou a agricultura e se tornou uma ferrameglevante para os programas de Manejo
Integrado de Pragas (MIP). (ROMEIS; SHELTON; KENNER2008).

Em 2016, pelo oitavo ano consecutivo, o Brasil dopropulsor do crescimento
mundial, aumentando sua area cultivada com cultbiatgcnoldgicas mais que qualquer
outro pais, com 49,1 milhdes de hectares (ha)eosgubolizou aumento de 11%, em relacao
a 2015 (44,2 milhdes de ha). Esse incremento dmdh®es de hectares repercutiu em todo o
mundo, tornando o Brasil o motor do crescimento emlturas biotecnoldgicas
internacionalmente. Nesse sentido, a d8fa(lntacta ™: MON 87701 x MON 89788)
potencializou tal crescimento, devido a economiansdeticidas, a tecnologia de plantio direto
e ao aumento da produtividade. (JAMES, 2017).

As cultivares transformadas com gengs(plantasBt) apresentam diversas vantagens
em relacdo aos formulados Bethuringiensisja que ndo necessitam de pulverizacao foliar
para o controle dos insetos, pois a toxina é piiddupela propria planta e diminui a
quantidade de inseticidas quimicos liberados noiertds Além disso, ocasiona a reducao
dos gases emitidos pelo maquinario agricola emgdoege sua utilizacdo e o custo de
producédo aplicado tanto na compra quanto na aglicdesses produtos quimicos. (JAMES,
2017).

Os genes utilizados na transformacédo vegetal visandesisténcia a insetos-praga
provém, em sua maioria, da bactéria entomopatog@nithuringiensisa qual se caracteriza
pela producéo de inclusBes paraesporais na céBdadurante sua esporulagdo, que contém
delta-endotoxinas ativas contra diversas ordensnsietos. (HOFTE; WHITELEY, 1989;
SCHNEPF et al., 2002; VAN FRANKENHUYZEN, 2009). Alevancia das proteinas Cry,
sintetizadas pela bactérB. thuringiensis esta relacionada as suas propriedades téxicas
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produzidas apés a ingestdo a diversas ordens eémsn@CRICKMORE 2005). No caso de
lepidopteros suscetiveis, depois de ingeridos ista sdo solubilizados no meio alcalino do
intestino médio liberando as protoxinas, as quas ativadas pelas enzimas digestivas,
formando pequenos fragmentos protéicos que atraveasnembrana peritrofica ligando-se a
receptores especificos das membranas apicais ligascétestinais, causando destruicdo as
microvilocidades, seguida de vacuolizacdo do cspla e rompimento celular, fazendo com
que o inseto pare de se alimentar, levando-o aem@®iJZA 2009; KNAAK; FRANZ;
FIUZA, 2010).

Em 2010, a sojaBt (MON 87701 x MON 89788) desenvolvida pela empresa
Monsanto Ltda. foi liberada no Brasil. Essa vartkxlae caracteriza por possuir 0 gene
crylAc de Bt, que codifica a proteina CrylAc, assim como a pnatei5-
enolpiruvilchiguimato-3-fosfato sintase (EPSPS) @Agrobacterium sp., que confere
tolerancia ao herbicida glifosato. A sdga demonstra eficiéncia na regulacéo populacional
dos principais lepidopteros-praga da cultura, cémticarsia gemmatali$sHUBNER, 1818),
Crysodeixis includens(WALKER, 1858), Heliothis virescens (FABRICIUS, 1781),
Crosidosema aporemgWALSINGHAM, 1914) e Rachiplusia nu (GUENEE, 1852)
(BERNARDI, 2012).

Para entdo minimizar as consequéncias de insedgs:ma cultura da soja e regular o
uso de inseticidas, o Manejo Integrado de Pragasofa (MIP-soja) foi implementado,
integrando o uso de varias estratégias e taticasodeole (CORREA-FERREIRA et al.,
2010), como a utilizacdo de plantas geneticamemeifitadas (transgénicas) resistentes a
pragas. Apesar das vantagens apuradas na utilidacflanta®t resistentes a insetos, ainda
se verificam preocupacdes sobre os possiveis g@sgociados a essa tecnologia. (KOUSER,;
QAIM, 2011; NUNES, 2010). Além de conhecer a acaosdjaBt em organismos-alvo
(BERNARDI et al., 2012; HOMRICH et al., 2008), taémb convém avaliar os seus efeitos
sobre pragas nao alvo e inimigos naturais, umaguezesses insetos podem estar direta (ou
indiretamente) expostos a toxiBapor longos periodos. Ademais, a adogcao da tecraoBigi
pode desencadear mudanca do status de pragasonisias populacdes das principais
espécies-alvo e diminuir a utilizacdo de insetgi@ATARINO et al., 2015; CIVIDANES et
al., 2017; REICHERT et al., 2017).

Por conseguinte, assim como acontece com outragasiBt, a principal barreira a
utilizacdo continua de soit envolve a evolucdo da resisténcia por pragas-ahaxaliacao

do risco de resisténcia das pragas-alvo e de amgasindo alvo a sopt se revela, portanto,
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de fundamental importancia para o estabelecimeatestratégias de Manejo da Resisténcia
de Insetos (MRI). (CROFT; VAN DE BANN, 1988; GOULD]998; HEAD;
GREENPLATE, 2012). Ha vinte anos, desde que asurasBt foram comercializadas, a
estratégia de refugio contemplou a principal téxnisada para retardar a resisténcia das
pragas. (CARRIERE; CRICKMORE; TABASHNIK, 2015; TABKNIK et al., 2013).
Nessa estratégia, com a utilizacdo de areas dgiosf@éom plantas naBt, permite-se a
sobrevivéncia de pragas suscetiveis que podem asalac com pragas resistentes que
emergem de plantdt. Através das comparacdes de padrbes de resistiFsravolvida em
alguns estudos realizados em laboratério, casaedetatdo e a campo, constatou-se entdo
gue os reflugios podem retardar a resistéfgii. et al., 2015; ZHAO et al., 2005).

1.4 Justificativa

As plantasBt denotam elevada eficiéncia no controle dos insaias (AREAL,
RIESGO, 2015; BLANCO et al., 2016; SINGH; DUBEY,1X). Além disso, proporcionam
beneficios econdmicos aos produtores e diminuig¢ggnifisativa do uso de inseticidas
(HUTCHISON et al., 2010; LU et al., 2012), auxildamassim na conservacao de inimigos
naturais (NARANJO, 2009) e promovendo o controtddgjico em areas agricolas. (LU et al.,
2012). Contudo, alguns aspectos da tecnol8giae tornam motivo de preocupacgdes que
geram constantes debates entre profissionais da éemtre as quais, 0 impacto sobre
organismos nao alvo, sendo eles inimigos natusspdagas-alvo (parasitoides, predadores)
e/ou pragas secundarias, que aumentam em frequésiaa eliminacdo ou a reducdo do
tamanho populacional da espécie-alvo.

Estudos que tratam dos impactos das toxiBasobre 0s inimigos naturais das
espécies-alvo explicitaram resultados controversdguns demonstraram a auséncia de
efeitos sobre os inimigos naturais, e outros inditaa presenca de efeitos negativos. (LIU et
al., 2014; TIAN et al., 2015). As pragas secundaner ndo serem suscetiveis a tox@a
tornam-se uma ameaca a tecnoldfiacomo comprovaram alguns estudos que examinaram o
impacto dessas espécies na cultura do algodad éLl, 2011; NARANJO, 2011) e do milho
Bt. (MEINKE et al., 2009; VAN WYK et al.,, 2007). Até momento, ndo foram obtidos
resultados suficientes que avaliassem o impactoptiagasBt sobre espécies nao alvo,
entretanto os resultados dessa interagdo mostisedundamentais para o desenvolvimento e
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a implementacgdo de técnicas de MIP. (ANDOW; LOVARPAIA, 2009; CATARINO et al.,
2015; GARCIA; ALTIERI, 2005; HO; ZHAO; XUE, 2009; RISHNA; QAIM, 2012;
SMALE; ZAMBRANO; CARTEL, 2006).

Os cultivares de sojat (CrylAc) foram comercializados pela primeira vezBrasil,
no Paraguai, na Argentina e no Uruguai em 2013 (BRES; BARFOOT, 2015; YANO et
al., 2015), com eficiéncia no controle das prindg&agas dessa cultura, confmticarcia
gemmatalis Crysodeixis includeng Heliothis virescens BERNARDI et al., 2012). No
entanto, as linhagens de sdj disponiveis no mercado revelaram baixa eficiémma
controle de espécies do gén&podopterad BERNARDI et al., 2014; YU et al., 2013). Das
pragas secundarias que causam danos significaimoareas de sopt no Brasil, listam-se
Spodoptera cosmioidesSpodoptera eridania BUENO et al., 2011, BORTOLOTTO et al.,
2014; MOSCARDI et al., 2012; TOMQUELSKI; MARUYAMA2009). A espécieS.
eridania alimenta-se das folhas e das vagens da soja, @ tpma reconhecida como uma
praga-chave em algumas &reas de producdo de s&easib com alta tolerancia a proteina
CrylAc em soj@t. (BERNARDI et al., 2014; BUENO et al., 2011).

O conhecimento acerca das espécies e do fluxo detemgnaturais de controle
biolégico em areas agricolas é essencial paraadstald programas de manejo integrado.
Dentre os insetos de interesse para o controlédica deSpodopteraspp., 0s parasitoides
tém sido considerados os mais importantes devilméaeficiéncia e a sua especificidade em
relacdo ao hospedeiro. (SILVA; CRUZ.; PENTEADO-DIA3014). A subfamilia
Macrocentrinae Foerster (Hymenoptera: Braconidaryloba cerca de 150 espécies descritas
gue podem ser solitarias ou gregarias - as ultipagEmbridénicas. A maioria dos membros
dessa subfamilia possui pernas longas e séo erddpates de lepidopteros das familias:
Gelechiidae, Noctuidae, Oecophoridae, Pyralidaeneifiae, Tortricidae e Sesiidae.
(ACHTERBERG, 1993).

Estudos preliminares identificaram a presenca diogerasitoide larval solitario
Dolichozelesp. (Hymenoptera: Braconidae) em frequéncia ekeesd larvas d&podoptera
frugiperda no Brasil. Os adultos do génerdolichozele sp. ovipositam em lagartas
hospedeiras de 1° e 2° instar, cujas larvas alamese principalmente da hemolinfa do
hospedeiro, enquanto no ultimo instar, matam o éuipo, alimentando-se de tecidos,
emergindo do corpo da lagarta para formacéo da g8HavA; CRUZ.; PENTEADO-DIAS,
2014). As pesquisas atinentes aos aspectos biofdis inimigos naturais (parasitoides) em
interac®es tritréficas com plantas geneticamentdificadas, como a sojBt, permitem a

obtencdo de conhecimentos béasicos para sua Ulilizagy estratégias do MIP, de grande
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relevancia para a manutencgéo da eficiéncia da legadt. A sojaBt (CrylAc), apresenta
baixa eficiéncia no controle de espécies do géSpmmlopteraa conservacao de parasitoides
do génerdolichozelesp. pode ser uma estratégia viavel para substitcemtrole quimico e,

ao mesmo tempo, se beneficiar da diminuicdo dalasoseticidas associada as cultias

1.5 Objetivos

Delineiam-se a seguir 0s objetivos que nortearatal@oracdo deste estudo.

1.5.1 Objetivo Geral

A presente pesquisa visou avaliar a interacdodfice de sojaBt (CrylAc)

Spodoptera eridania seu inimigo natural, o parasitoibelichozelesp.

1.5.2 Objetivos Especificos

Como objetivos especificos, elencam-se:

a) avaliar a mortalidade d®. eridaniaparasitadas pddolichozelesp.;

b) detectar a presenca da proteina CrylAc nos tréssrtivficos (sojdt, Spodoptera
eridaniae Dolichozelesp.);

c) analisar a duracdo dos estagios de vida e a p@pa@gxual ddolichozelesp.
desenvolvidos em lagartas 8eeridaniaalimentadas com Sot;

d) avaliar a sobrevivéncia d@olichozelesp. desenvolvidos em lagartasSieeridania
alimentadas com sopit;

e) verificar se houve preferéncia de fémeas RMdichozele sp., em tempos de
exposicdoes diferentes, p8r eridaniaalimentadas com sopt e soja nadt.
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2 MATERIAL E METODOS

Descreve-se na sequéncia a metodologia adotada parsstrucdo do estudo.

2.1 Cultivares de Soja

Os ensaios foram executados no Laboratorio de Eibgia do Centro Nacional de
Pesquisa de Soja, na Empresa Brasileira de Pesdusapecuaria (EMBRAPA) de
Londrina/PR (como exibe a Fotografia 1). Para tamitzaram-se trés gendtipos distintos de
soja, quais sejam: (1) cultivar ndo transgénica BB& (2) uma linhagem BRR (cp4-epsps);
e (3) cultivar BRS 1001 IPRO (crylAc e cp4-epsfy.gendtipos sao derivados de cultivar
BRS 284 (ndo transgénica), como o genitor majdoifdara quatro ciclos de retrocruzamento,
empregados para a incorporacdo de genes transgéAidmhagem de soja BRR contém o
gene cp4-epsps, 0 que confere tolerancia ao heabglifosato. A cultivar BRS 1001 IPRO
(Bt RR), aléem do gene cp4-epsps, contém o gag@AG 0 que assegura tolerancia as
principais espécies de lagartas pragas da sofa.gene exdgenorylAc é proveniente da
bactériaBacillus thuringiensis kurstakHD73, o qual confere resisténcia das plantas as
principais lagartas da cultura da soja. O Cultdesoja MON 87701- 2 foi produzido através
da transferéncia do gemeylAc utilizando um gene promotor de controle rbcS4 sjzéeie
Arabidopsis thalianaEste promotor, expressa as caracteristicas dodgimteresse em todos
tecidos da planta. A sequéncia proteica é 99% im0 da proteina CrylAc dacillus
thuringiensis kurstakiA proteina CrylAc € expressa em folhas, péleafast sementes e
vagens, exceto raizes. A concentra¢éo nas foltdes gtngir cerca de 45@).g* de peso seco
(MONSANTO, 2003).

As sementes foram cultivadas em doze caixas dentonjeapacidade de 50 L), com
solo cultivado ha cerca de trés anos. Em cada ,cliram cultivadas duas sementes de cada
um dos trés genodtipos em estudo, totalizando $agas por caixa. Considerando que cada
caixa representa uma repeticédo, ao total, forane degeticbes avaliadas. Nos experimentos,
a semeadura foi escalonada, em que foram semeaas gaixas no inicio de abril, quatro
caixas no final de abril e as quatro restantes ein.mA coleta de folhas para ofertar as
lagartas ocorreu a partir do estadio V7 de desemuehto da cultura. (FEHR; CAVINESS,
1977). O solo utilizado para o cultivo das plarnttage 0 mesmo nivel de nutrientes em todos

0s tratamentos.
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Fotografia 1 - Plantas de soja cultivadas emdahlegetacdo na EMBRAPA-Soja

Fonte: Registrada pela autora.

2.2 Levantamento de Parasitoides d8podoptera eridania para Estabelecimento da

Criacdo em Laboratorio

O levantamento de parasitoides foi efetuado nackst&xperimental da EMBRAPA
Soja, em Londrina (Parana), no ano agricola de/2016, em areas de cultivo de sdja.
lagartas coletadas foram levadas ao Laboratorientiemologia, na EMBRAPA de Londrina.
Em seguida, os insetos foram individualizados eascivs de polipropileno de 50 mL até a
emergéncia dos adultos ou dos parasitoides, itEutds com o auxilio do Br Adriano
Hoshino especialista da ordem Hymenoptera do iist&gronémico do Parana (IAPAR).
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2.3 Manutenc¢ao deDolichozele sp. (Hymenoptera: Braconidae) em Laboratorio

Os parasitoides ddolichozele sp. (que se observam na Fotografia 2) foram
multiplicados a partir da exposicéo de trinta lsgmdeS. eridaniade 2° instar a um casal de
parasitoides, em mangas de vidro (11 cm de altdrare de diametro), por aproximadamente
vinte e quatro horas. Para a alimentacdo das &mgaidram utilizadas porcdes de dieta
artificial (GREENE; LEPLA; DICKERSON, 1976), e pana parasitoides, solucao de glicose
a 10%. Apds, as lagartas foram individualizadas pates plastico de 50 mL, com dieta
artificial (GREENE; LEPLA; DICKERSON, 1976) e avatias até a formacao das crisalidas
ou a obtencao dos parasitoides. Tanto as lagaunta®a os parasitoides foram mantidos em
Camara Incubadora tigdiological OxigenDemand (BOD), regulada a 25°C, por doze horas
de fotofase e Umidade Relativa (UR) de aproximaaeen@5%.

Fotografia 2 Dolichozelesp.: (a) larva emergindo da lagar& éridania, (b) larva e pupa,

(c) adultos
4 r : s gy -
3 2 i ‘S‘F

b e | C

Fonte: Registrada pela autora.

2.4 Manutencao deSpodoptera eridania (Lepidoptera: Noctuidae) em Laboratoério

Lagartas de 2 °© a 3° instar 8eeridaniaempregadas neste estudo foram obtidas a partir de
uma criacdo artificial permanente no Laboratériccdacédo de insetos da EMBRAPA Soja de
Londrina/PR (como ilustra a Fotografia 3). As lagmrforam alimentadas com dieta artificial
desenvolvida por Greene, Lepla e Dickerson (199®g adultos, com glicose a 10%, mantidos

em camara regulada a 25°C, em doze horas de ®IdR de aproximadamente 65 %.

Fotografia 3 - Criacdo depodoptera eridaniga) lagartas isoladas, (b) posturas expostas aos
cultivares dos respectivos tratamentos, (¢) maapes gaiolas
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Fonte: Registrada pela autora.

2.5 Bioensaios de Mortalidade d&. eridania Parasitadas porDolichozele sp. e

Alimentadas com SojaBt

Nesses ensaios, as lagartas eclodidas foram afidentcom cultivares de soja,
conforme se descreveu no item 2.1. As lagartasrf@gpostas aos seguintes tratamentos:
(T1) néo parasitadas e alimentadas com soja coirei¢BRS 284); (T2) ndo parasitadas e
alimentadas com soj@t (BRS 1001 IPRO); (T3) parasitadas e alimentadas soja
convencional, (T4) parasitadas e alimentadas cqanBipe (T5) parasitadas e alimentadas
com soja transgénica BRR (como se verifica na Biglx Para cada tratamento, foram
utilizadas trinta lagartas de 2° a 3° instar, éiza@das quatro repeticdes, totalizando-se 120
lagartas avaliadas por tratamento. Na obtencéo idestos para os tratamentos com
parasitoides (T3), (T4) e (T5), lagartas de 2°an&iram expostas aos parasitoides em gaiolas
de acrilico, nas quais permaneceram por vinte gabaras.

A exposicao das lagartas a s@be a soja RR ocorreu em potes plasticos (50 mL),
com fundo coberto por papel de filtro umedecidoredisco de folha da planta. O mesmo
procedimento foi adotado nos tratamentos (T1) 6, ([@&¢ém substituindo-se a sdga pela
soja nao transgénica (testemunha). As lagartasodestos tratamentos permaneceram
expostas as folhas de soja, com monitoramento aegildh umidade do papel filtro.
Diariamente executaram-se a troca das folhas gistn@ do numero de lagartas mortas, vivas
e parasitadas. Ja os potes plasticos com as ledartan mantidos em camara incubadora
BOD, regulada a 25°C, por 12h de fotofase e URpdexanadamente 65%.

Figura 1 - Esquema representativo dos tratamem®emsaios de mortalidade.
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Elaborada pela autora.

2.6 Deteccao da Proteina CrylAc

Para a deteccao da proteina CrylAc nos trés riradios (folhas de sojBt- fezes de
lagartasS. eridania larva do parasitoide), o material biolégico adotao presente ensaio foi
proveniente dos tratamentos T1, T2, T3 e T4 - adtz no item anterior. As larvas do
parasitoideDolichozelesp. foram coletadas ap0s emergéncia do corpogdetda, os materiais
foram acondicionados a - 20 até a deteccao da proteina CrylAc. As amostramfmedidas
por ensaios Enzime Linked Immunosorbent Assay (BLISo tipo duplo-sanduiche com
enzima ligada da EnviroLogix Inc. (Portland, MElrasés de placas PathoScrgera
preparadas com anticorpos paB&CrylAc/CrylAb e conjugados a enzima peroxidase,
fornecidos pelo kit (como se vé na Figura 2).

As amostras foram constituidas dos tratamentosserekpectivas concentracdes -
evidentes na Tabela 1 - os quais foram maceradgsd@ peso fresco da planta- fezes da
lagarta ou larva do parasitoide) em solucédo Phosphafered Saline + Tween 20 (PBST) na
diluicdo de 1:10 ou 1:5 (amostra g/tampédo mL), @pto sobrenadante foi transferido para
novos tubos e centrifugados a 5000 rpm. A detedgdoniveis de toxinas nas amostras foi
determinada através das leituras de absorvénciaspettofotdmetro a 450 nm.

Figura 2 - Deteccdo de proteina CrylAc: (a) tdsteriroLogix Inc. (b) placas
PathoScreéh(c) espectofotdmetro (BIO-RAD/ 3550-UV)
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ENVIRGLOGIX
QualiPlate™ Kit for
Cry1Ab/CrylAc

Part # 10433 - 1 Plate

Kit Lot: 093555 D

Fonte: Registrada pela autora.

Tabela 1 - Tratamentos experimentais para detatefooteina CrylAc

Tratamentos Concentracbes Repeticoes
T1 (Controle positivo, proteina crylAc) 1:10 3

T2 (Controle negativo, tamp&o) 1:10 3

T3 (Soja convencional) 1:10 3

T4 (SojaBt) 1:10 3

T5 (Fezes das lagartas alimentadas comBtpja 1:10 3

T6 (larvas provenientes de lagartas alimentadassofaBt) 1:10 3

T1 (larvas provenientes de lagartas alimentadas cma 15 3

convencional)

T2 (larvas provenientes de lagartas alimentadassoyamit) 1:5

w

Fonte: Elaborada pela autora.

2.7 Biologia deDolichozele sp. Provenientes de Lagartas d8. eridania Alimentadas com

Soja BRS (convencional), Soj8t e Soja RR

Nesses experimentos, as lagartasSderidaniaforam expostas aos tratamentos (T3),
(T4) e (T5), mencionados no item 2.5. Para cad@anranto, usaram-se 100 lagartas,
garantindo assim a emergéncia do numero suficidat@arasitoides. O procedimento se
repetiu por trés vezes, com a observacdo diarizada lagarta. Também foram avaliadas as
datas de formacao do casulo do parasitoide, ad#atanergéncia, o sexo, a longevidade do

parasitoide adulto e a sobrevivéncia.

2.8 Preferéncia de Fémeas deolichozele sp. por S. eridania Alimentadas com SojaBt e
Soja NaoBt

Antes da montagem do experimento, ovos Sleeridania foram expostos aos
tratamentos T1 (lagartas foram alimentadas comvaulhdo transgénica, BRS 284) e T2
(cultivar Bt, BRS 1001 IPRO). Trés frascos de 2,5 L foramzatilos, cada um com dez lagartas
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de cada tratamento, e uma Unica fémeRaliehozelesp. com cinco dias de idade. Em cada um
dos frascos, as lagartas receberam tempos de gipaifierentes a fémea do parasitoide - 2h, 4h
e 6h. Foram realizadas nove repeticdoes. As féme@mlithozelesp., apos contato prévio de
cinco dias com os machos, ndo ovipositaram atéroemim do experimento. As lagartas de cada
tratamento foram diferenciadas através da marcam@ocaneta (permanent Lumocolor marker,
black, Staedtler, Germany), assinalando-se comantole cor, logo atras da cabeca da lagarta.
ApGs, as lagartas foram individualizadas em potastipos de 50 mL, com dieta artificial
(GREENE; LEPLA; DICKERSON, 1976) e avaliadas atdoanacdo das crisalidas ou a
obtencé&o dos parasitoides.

2.9 Analise Estatistica

Recorreu-se ao programa estatistico SPSS 13.W\padaws (SPSS, 1998) em todos os
testes. Para a analise estatistica, os dados fomasformados por log (x+10) para alcancar a
distribuicdo normal. Os dados de mortalidades eta t@tamento e a avaliagdo da média de
tempo do ciclo de vida dos parasitoiftamm submetidos a andlise de variancia ArOxa-way
seguido deTukeya 5% de probabilidade. O efeito dos tratamentbeesa proporcao sexual foi
avaliada pelo teste de Quiquadrado. A deteccaootieipa Cry entre parasitoides provenientes de
lagartas alimentadas com s&te convencional na concentracao de 1:5 foram cadparpelo
teste “t” deStudenta 5% de probabilidade. Os dados obtidos na camagéot de 1:10 foram
submetidos a analise de variancia, Anova, seg@dakkey a 5% de probabilidade. Os dados de
preferéncia de fémeas @®lichozelesp. porS. eridaniaalimentadas com sopt e soja nadst
foram comparadas pelo teste “t” 8audenta 5% de probabilidade. Para correlacionar a taxa d
parasitismo com os diferentes tempos de exposgdados, foram submetidos ao teste de Rho
de Spearman. A analise da sobrevivéncia dos madesitfoi conduzida utilizando-se o teste
Kaplan-Meier e Breslow (Wilcoxon). Em todos os dsstos valores de P< 0,05 foram

considerados significativos.
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3 RESULTADOS

Redigem-se a seguir os resultados dos experimefatsmdos.

3.1 Bioensaios de Mortalidade d&. eridania Parasitadas porDolichozele sp. e

Alimentadas com SojaBt

Os resultados obtidos nos bioensaios de mortaliftameo se pode conferir na Tabela
2) com lagartas d8. eridaniaexpostas ao parasitismo e alimentadas com cul§vdgesoja
BRS, Bt e RR (T3, T4 e T5) mostraram-se eficientes (F= ;68/5 4,14; P=0,001),
apresentando mortalidade média (%) de lagartasde (%3), 67,3 (T4) e 58,3 (T5), 0 que
evidencia alto potencial do parasitoidelichozelesp. no controle d8. eridania Todavia, no
tratamento T2, em que as lagartas foram alimentedas sojaBt como Unico método de
controle, ndo foi percebida diferenca significaa relacéo ao controle, o que sinaliza baixa
eficiéncia da soj@t no controle deS. eridania As médias de mortalidade das lagartas, em

cada tratamento, estdo representadas no Grafico 1.

Tabela 2 - Mortalidade de lagartas (n)Sj@doptera eridanigaubmetidas ao parasitismo por
Dolichozelesp. e expostas aos tratamentos: (T1) ndo parasitadalimentadas com soja
convencional; (T2) ndo parasitadas e alimentadassmaBt, T3 (parasitadas e alimentadas
com soja convencional), T4 (parasitadas e alimastasbm sojaBt) e T5 (parasitadas e
alimentadas com soja transgénica BRR). (Letrasisgu@o diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade)

Tratamentos Individuos (n) Média (%)+Erro-padréao
T1 120 3,0+,0816a
T2 120 12,3+1,708a
T3 120 56,6+2,160b
T4 120 67,3+2,217b
T5 120 58,3+3,109b

Fonte: Elaborada pela autora.
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Grafico 1 - Mortalidade de lagartas (n) $igodoptera eridanigubmetidas ao parasitismo por
Dolichozelesp. e expostas aos tratamentos: T1 (ndo parssi@ddimentadas com soja
convencional); T2 (ndo parasitadas e alimentadassmaBt), T3 (parasitadas e alimentadas
com soja convencional), T4 (parasitadas e alimastasbm sojaBt) e T5 (parasitadas e
alimentadas com soja transgénica BRR). (Letrasisgu@o diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade)
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Fonte: Elaborada pela autora.
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3.2 Deteccéo da Proteina CrylAc

A deteccdo da proteina CrylAc, nos trés niveidctwéf variou consideravelmente
entre os tratamentos. A deteccdo de CrylAc emdalleasojaBt (T4) foi significantemente
maior (F= 23,6; gl= 5; P=0,001), seguida pelasdarde parasitoides provenientes Qle
eridania(T6) e pelas fezes de lagartas alimentadas comBsdjEb), em conformidade com
os dados ilustrados no Gréfico 2. Esses resultsaleantam que a proteina CrylAc presente

na SojaBt foi detectada no segundo e no terceiro niveldoofi
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Gréfico 2 - Deteccgdo de proteina CrylAc nos tregsigitroficos (folhas de sopt - fezes de
Spodoptera eridania darva parasitoide).T1 (Controle positivo, proteina CrylAc), T2
(Controle negativo, tampéo), T3 (soja Convencign&d) (sojaBt), T5 (fezes das lagartas
alimentadas com soft), T6 (parasitoides provenientes de lagartas aliatzs conBt)
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Fonte: Elaborada pela autora.

Adicionalmente, avaliaram-se as larvas dos pardsgqrovenientes de lagartasSle

eridania alimentadas com sojBt na diluicdo 1:5. Nesses insetos, foram detectallas a

concentracdes de proteina CrylAc, quando compasmasntrole (em consonancia com o
Grafico 3) (t= 180,04, gl= 4; P=0,001).
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Gréfico 3 - Detecc¢éo de proteina CrylAc em lanas phrasitoides provenientes de lagartas
de Spodoptera eridani@xpostas aos tratamentos: T1 (Parasitoides praovesigle lagartas
alimentadas com sojat) e T2 (Parasitoides provenientes de lagartas atedas com soja
convencional)
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.3 Biologia do parasitoideDolichozele sp. oriundo de lagartas déS. eridania tratadas

com SojaBt

Dados pertinentes a biologia dgolichozele sp. foram mensurados a partir de
parasitoides emergidos de lagartas expostas damaatos: T3, T4 e T5. O periodo médio de

duracao de cada fase de desenvolvimen@adliehozelesp. constaa Tabela 3.
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Tabela 3 - Duracdo média das fases de desenvolioniem dias) deDolichozele sp.
provenientes de lagartas 8podoptera eridani@xpostas aos tratamentos: T3 (parasitadas e
alimentadas com soja convencional), T4 (parasitaladimentadas com sogt) e T5

(parasitadas e alimentadas com soja transgénica).BRRtras iguais nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, dé@obabilidade)

T3 T4 5

Fases de Média (d)x | Individuos | Média (d)x | Individuos Média (d)+ Individuos
Desenvolvimento| Erro-padréo (n) Erro -padrdo (n) Erro -padrdo (n)

Ovo-larva 17.81+2.5a 80 18.61+1.6a 87 18.03+2.4a 96

Pupa 18.22+1.1a 54 16.69+1.1b 49 17.08+1.1b 51

Longevidade 16.23+2.5a 48 16.30+1.6a 40 16.11+3.0a 44

Tempo total 39.8+1.5a 80 35.5+1.5a 87 34.4+1.4a 96

A avaliacdo dos diferentes tratamentos sobre a@ordos estagios de desenvolvimento

apurou diferencas significativas apenas para giest&é pupa (F= 15,058; gl=2; P=0,001). Para

Fonte: Elaborada pela autora.

larvas e adultos, as diferencas nao foram sigtifas variando entre 17,8 e 18,6 para o periodo

ovo-larva; 16,1 e 16,3 para longevidade; e 349.& 3ara o tempo total de vida.
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Gréfico 4 - Distribuicdo média de individuos belichozelesp, entre os diferentes periodos
da fase de pupa, provenientes de lagartaSpadeloptera eridani@xpostas aos tratamentos:
T3 (parasitadas e alimentadas com soja convengjdra(parasitadas e alimentadas com soja
Bt) e T5 (parasitadas e alimentadas com soja traitsgBRR).
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Fonte: Elaborada pela autora.

A avaliacdo da proporgao sexual (em concordancraac@rafico 5) apontou diferencas
significativas na proporcdo de machgg € fémeas¥) nos descendentes de lagartas expostas
ao T5 (parasitadas e alimentadas com soja BRR, 883 ), quando comparada aos demais
tratamentos (% 4,793, gl=1, P=0,007), T3 (parasitadas e alintastaom soja convencional:
623 e 462) e T4 parasitadas e alimentadas comBb{d9J e 109).
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Grafico 5 - Razdo sexual de parasitoides emergiibdagartas deSpodoptera eridania
expostas aos tratamentos: T3 (parasitadas e alo@stcom soja convencional), T4
(parasitadas e alimentadas com $ijae T5 (parasitadas e alimentadas com soja traitsgén
BRR)
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Fonte: Elaborada pela autora.

Em relacdo a sobrevivéncia dos parasitoides entergild lagartas durante todos os
estagios de vida (como se nota no Grafico 6), asasude sobrevivéncia mostraram-se
diferentes entre os tratamentos (T3, T4 e T5). amgioides emergidos de lagartas
alimentadas com soja BRR (T5) apresentaram maimregvéncia, e 0s parasitoides que
emergiram de lagartas alimentadas com Boja'4), menor (Grafico 1, Kaplan—Meier, Log
Rank, X=8,22, gl=2, P=0,016; Breslow,%£9,58, gl=2, P=0,008; Tarone-Ware? %9,94,
gl=2, P=0,007). Esse resultado salienta a inflé€meagativa da proteina CrylAc expressa

pela sojaBt na sobrevivéncia do parasitoiDelichozelesp.
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Grafico 6 - Sobrevivéncia de parasitoid&olichozele sp. emergidos de lagartas de
Spodoptera eridanieexpostas aos tratamentos: T3 (parasitadas e ahd@sitcom soja
convencional), T4 (parasitadas e alimentadas cgemBtp e T5 (parasitadas e alimentadas
com soja transgénica BRR), submetidos ao testeagdaK-Meier (letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, dé@obabilidade)
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.4 Preferéncia de Fémeas daolichozele sp. por S. eridania Alimentadas com SojaBt e
Soja NaoBt

A avaliacdo dos resultados obtidos no presentedesh#io explicitou diferenca
significativa entre a taxa de parasitismo de |lagaalimentadas com sdi e convencional
(F=0,031; P=0,864). No que tange aos diferentespgemde exposicdo, observou-se
correlagéo positiva entre o tempo e a taxa de pigras deDolichozelesp. emS. eridania
alimentadas com soja convencional (Rho de Spearas8, P=0,001), cujos dados se

visualizam no Grafico 7.
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Grafico 7 - Numero de parasitismo Delichozelesp. em lagartas d&podoptera eridaniaos
diferentes tempos de exposicao alimentadas conBsejaoja convencional.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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4 DISCUSSAO

As interacOes entre plantBs-hospedeiro-parasitoide sdo importantes para exarain
eficiéncia dos inimigos naturais no controle desios-pragas. A relacdo entre s8jae o
controle biolégico configura uma associacdo relevgrara o desenvolvimento de técnicas
eficazes para o MIP e MIR. (BORTOLOTTO et al.,, 2014U et al., 2014; ROMEIS;
SHELTON; KENNEDY, 2008;)

No presente estudo, ndo houve diferenca signi¥@agintre as mortalidades &
eridania alimentadas com sojBt, quando comparadas as lagartas alimentadas can soj
convencional. A baixa suscetibilidade Seeridaniaa proteina CrylAc foi confirmada pelos
resultados semelhantes na taxa de mortalidadeadadds alimentadas com s8jee n&oBt,
além da menor influéncia observada da proteinacasacteristicas biologicas da praga,
durante os estagios larvais e adul{BORTOLOTTO et al., 2014A tolerancia de lagartas
do génerdSpodopteraspp. a CrylAc foi relatada anteriormente (ADAMCZ¥Kal., 2008;
BERNARDI et al., 2014; BORTOLOTTO et al.,, 2014, GREBERG,; LI; LIU, 2010;
LUTTRELL; WAN; KNIGHTEN, 1999; SANTOS et al., 2009 pode estar relacionada a
inativacdo das proteinas inseticidas pelas praegs®duzidas por esses insetos.
(MIRANDA; ZAMUDIO; BRAVO, 2001; RAHMAN et al., 2012

Os tratamentos em que as lagartas foram expostaarasitismo pobolichozelesp.
(T3, T4 e T5)mostraram-se eficientes quando comparados ao t®niralicando alto
potencial do endoparasitoid@®lichozelesp. no controle d8. eridania.No estudo realizado
por Chen et al. (2008) as planBsnao afetaram negativamente o indice de parasitdono
parasitoide Diadegma insulare enquanto alguns inseticidas formulados reduziram
significativamente. Silva, Cruz e Penteado-Diasl@0identificaram, pela primeira vez, a
ocorréncia da espécigolichozele koebeleViereck, 1911 (Hymenoptera: Braconidae) em
lagartas dé. frugiperdanas lavouras de milho organico e convencionalz&oem 2015, em
um estudo da diversidade de himenopteros parasiac agroecossistemas, relatou maior
abundancia do génefolichozele (SOUZA, 2015).

Através dos ensaios imunoenzimaticos para a detguodeica realizada neste estudo,
foi possivel identificar a toxin®t nos diferentes niveis troficos, detectando a pmatei
CrylAc nas folhas de sopt, nas fezes de lagarteS. (eridania alimentadas com soft e
nas larvas do parasitoid@olichozelespp emergidas de lagartas expostas a Bbjam que
todos os tratamentos diferiram significantementeatdrole. Assim, os efeitos diretos da soja

Bt nos parasitoides ndo podem ser excluidos, emlegsen oouco provaveis, visto que as
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proteinas Cry se ligam a receptores especificosntestino de insetos-alvo e CrylAc
demonstra ser especifica a lepidopteros e a alcpleépteros. (GLARE; O'CALLAGHAN,
2000; VOJTECH; MEISSLE; POPPY, 2005).

No estudo de Vojtech, Meissle e Poppy (2005), t@irgificada a proteina CrylAb em
folhas de milhdBt (1,597 pg / g de peso fresco do tecido vegeta)ndagartasSpodoptera
littoralis (0,595 e 0,645 pg de toxina CrylAb / g de pesparai fresco), porém em pupas de
Cotesia marginiventriforam detectados apenas vestigios de CrylAb. dapamsitoides
adultos, néo foi detectada a proteina. Na anabs8ahders et al. (2007), aproximadamente
40% da concentracdo de CrylAb de plantas de niihéoi relatada em lagartas d&
frugiperdade 4° e 6° instar. Nas pupas do parasitGdmpoletis sonorensigbservaram-se
aproximadamente 6% da quantidade de toxina enclanina milhoBt, 0 que representou
16% da toxina localizada ef. frugiperda Em adultos deC. sonorensisa concentracao
residual foi zero ou abaixo do limite de detecc@s ansaios imunoenziméticos realizados.
No presente estudo, a detecgdo de proteina nas ldeldolichozelespp pdde ser explicada
pela contaminacado da larva pela matéria fecal dpdueiro. (QUICKE, 1997).

As fases de desenvolvimento, de ovo-larva e de edidgde do parasitoide
Dolichozelespp emergidos de seu hospedeiro exposto aos émates T3, T4 e T5nao
diferiram entre si. O periodo de pupa em que lagddram alimentadas com s&a(T4) e
soja RR (T5) foi significativamente mais curto, gda comparadas com o controle (T3). A
deteccdo da proteina e a alteracdo no ciclo de emaparasitoides desenvolvidos em
hospedeiros alimentados por plarBasiependem da biologia do parasitoide. Parasitaldes
géneroDolichozeleprecisam de um periodo de dezessete a dezenawvéod@larva) para
desenvolver-se dentro da lagarta, enquanto o téanyal deSpodoptera eridaniaaria entre
vinte e um a vinte e trés dias (BORTOLOTTO et2014), portanto, qualquer alteracdo no
ciclo de vida do hospedeiro pode afetar indiretdmen parasitoide, impossibilitando seu
desenvolvimento. Em contraste co@otesia marginiventrisas larvas do parasitoide do
géneroDolichozele- assim comdaCampoletis sonorens{€arlson) - consomem todo o corpo
do hospedeiro. (WILSON; RIDGWAY, 1975). Por consetg; podem ser mais afetados por
alteracOes tanto da qualidade como da quantidacheitdientes na larva hospedeira, quando
comparados a parasitoides que se alimentam apenasa parte do corpo do hospedeiro,
comoC. marginiventris.

No estudo promovido por Liu, Sun e Zhang (2005),gual foram avaliados os
aspectos biologicos do parasitoideampoletis chlorideaeemergidos deHelicoverpa

armigeraalimentadas com algod&i (CrylAc), ndo foram observadalferengas no periodo
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de pupa quando comparadas ao controle. Entretamtqperiodo de ovo-larva foi
significatemente mais longo. Zhang et al. (200pararam que a duracao do periodo de pupa
do parasitoidé€. chlorideaeemergidodd. armigeraexpostas ao tratamento c&n(CrylAc)

foi significantemente menor, quando comparada atrale.

No presente trabalho, essa diferenca nédo atestaorssequéncia do efeito da proteina
CrylAc presente na sofat, tendo em vista que no tratamento em que as lagfnmtas
alimentadas com soja RR também foi observado lawindicdo no periodo de pupa. Na
frequéncia de machos e de fémeas avaliados, dtadkssirevelaram que a proporcdo sexual
de parasitoides emergidos das lagartas expostd$ gparasitadas e alimentadas com soja
BRR) diferiu estatisticamente dos demais tratanseifi@ e T4). Sanders et al. (2007),
também ndo constataram diferenca significativa azda sexual quando avaliaram o
parasitoideCampoletis sonorensemmergido dé&Spodoptera frugiperdalimentada com milho
Bt e convencional. Essa alteracdo na razdo sexupladesitoides emergidos de lagartas
expostas a soja BRR pode ser explicada por estudosjuais avaliaram que linhagens
transgénicas em geral possuem altas concentragd@mwmidoacidos, quando comparadas com
suas linhagens isogénicas - especialmente parmn®a&cidos essenciais, que estdo todos
positivamente ligados as variedades transgénioas.excecdo de leucinal/isoleucina. (FARIA
et al., 2007).

De acordo com o que confirmam Arruda et al. (20b3)dificacdes genéticas em
plantas resistentes ao glifosato alteram o met&bolide toda a planta. De fato, ha evidéncias
de que o metabolismo do teor de lignina nas rafleeplantas de soja transgénicas seja
diferente em comparagdo com a linha isogénica. ZON et al., 2012). As alteragcOes
potenciais nos metabdlitos primarios e secundairosplantas resistentes ao glifosato que
mediam as intera¢gdes planta-inseto, ainda devemaisrestudadas.

Os resultados deste estudo desvelaram ainda qpegastoides emergidos de lagartas
alimentadas com soja BRR (T5) apresentaram maioregivéncia, ao contrario dos que
emergiram de lagartas alimentadas com Boj@4). Esse resultado se alinha ao encontrado
por Dhillon e Sharma 2010, que viram a sobreviven@duzida do endoparositoide
Campoletis chlorideaemergidos deélelicoverpa armigeralimentadas com grao-de-biBa
No estudo conduzido por Ramires-Romero et al. (0¥ indices de parasitismo, o tempo
de desenvolvimento, o tamanho e a fecundidade wltoadoram significativamente afetados
em Cotesia marginiventrisiesenvolvidos er. frugiperdaalimentadas com folhas de milho
Bt, embora outros parametros, como a mortalidadeadel@adulto e razdo sexual, nao

tenham sido afetados. O teste de preferéncia dispecnao haver qualquer influéncia da soja
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Bt e convencional na taxa de parasitismolpaolichozelesp. em lagartas d&. eridania Esses
resultados corroboram com os achados de Sandatg2007), que ndo anunciaram diferenca
significativa na avaliacdo de preferéncia do ptyae Campoletis sonorensgor lagartas de

S. frugiperdaalimentadas com MilhBt (CrylAc) e milho convencional.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A evolucéo da resisténcia de insetos-pragas ags&mbtcontinua como preocupacéo
constante. Em contrapartida, os resultados obtidete estudo registraram que o controle de
lagartas deés. eridaniapor Dolichozelesp. se mostrou eficiente, quando comparado a Emart
nao submetidas ao parasitismo, o que pressupdpa@téncia do papel deste parasitoide no
controle de lagartaS. eridania que mesmo alimentando-se de ®tjgpode ajudar retardar a
evolucéo da resisténcia a s@ja (BATES et al., 2005). Com o objetivo de eliminaratyuer
efeito indireto no parasitoide, devido a qualidddehospedeiro, escolheu-se trabalhar com a
Spodoptera eridaniaesistente ou nao suscetivel a sBfaNeste estudo, foram utilizadas
folhas de sojaBt em vez de incorporar a toxina em dietas artifigia as larvas foram
expostas continuamente a proteina CrylAc, e nadmaspeor algumas horas ou dias.
Consequentemente, esses experimentos viabilizaramivel de exposicdo muito semelhante
ao percebido nos agroecossistemas, 0 que é edspa@aa avaliacdo mais acurada dos
riscos. (POPPY, 2004). Em suma, os parasitoidegprentes de lagartas alimentadas de soja
Bt apresentaram sobrevivéncia e periodo de pupaideduzjuando comparados ao controle.
Esse possivel efeito negativo da dBfano parasitoidainda € menor, quando comparado as
alteracdes nocivas sabidamente causadas peloscioe®t quimicos. Ademais, para a
avaliacdo adequada dos riscos e dos beneficioaltéasativas de manejo de pragas, sugere-
se que as comparacgfes aos inseticidas formuladasadgeral sejam incluidas, em futuras

avaliacoes.
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Abstract

A Bt soybean has been recently developed, thus, eifigieegulating the populations
of major lepidopteran pests. However, in other satdeese benefits have been reduced
or lost because of the rapid evolution of peststasice to thdt toxins in transgenic
crops. When pest populations are exposdst tbops and to refuges (ndt-plants), the
evolution of resistance is governed by the fitnegsesistant individuals relative to
susceptible individuals for both the presence absemace ofBt toxins. One major
ecological concern regarding the biosafetyBifcrops on the environment is their
potential effects on non-target organisms, espgqmédators and parasitoids that play
an important role in pest control. This informati@nimportant for supporting insect
resistance management (IRM) programs and for impgoagricultural practices in a
crop production system witBt plants. Before the use Bt plants for insect pest control
in Brazil is adopted, IRM programs should be essaleld to ensure the sustainability of
this technology for integrated pest management JIPMis review presents data 8
soybean and lepidopteran pests as well as on thertamce of natural enemies as a
form of biological control, and applications forNPand IRM.

Key words: Bt soybean, lepidopteran pests, natural enemiegjratta pest
management, insect resistance management.
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Introduction

Genetically modified (GM) plants resistant to inse@present a new insect pest
control method for integrated pest management (IPpMpgrams in various
agroecosystems. These plants are characterized Xpyessing genes of the
entomopathogenic bacteriurBacillus thuringiensisBerliner @t) that encode the
expression of proteins with insecticidal effecthiefie are many benefits of usiig
plants in agriculture, including a more efficiewntrol of insect pests, reducing the use
of insecticides, and facilitating and maintainingpplations of natural enemies in the
farming areas (Roush and Mckenzie 1987). The ud&t pfants facilitates integration
with biological control in IPM programs and enable®re sustainable agricultural
practices (Roush and Mckenzie 1987).

In 2015, Brazil ranked second only to the USA ie thorld for biotech crop
hectarage, with 44.2 million ha (up from 42.2 roiiliin 2014); the increase in 2015 was
2 million ha, equivalent to a growth rate of 5%aBit commercially planted a soybean
stacked with insect resistance and herbicide toter@n 11.9 million ha for a third year,
increasing from 2.3 million ha in 2013 to 5.2 nahi ha in 2014 (a fivefold increase)
(James 2015).

As the Cry proteins expressed in the commercialiBédcrops are highly
selective and have a narrowspectrum of activitgy ttan form an important component
of IPM (Naranjo 2011). These protoxins Kkill lepide@an pests because they
specifically interact with receptors found in tmsect gut and induce the formation of
pores in the apical membrane of the cells, desigpyhe intestinal tissue, allowing
bacterial septicemia in the hemocoel, and resultimdprval death (Raymond et al.
2010;Gomez et al. 2014). The protoxins are activdig digestive enzymes in the
midgut and bind to specific receptors in the midtowf the apical membranes of the
columnar cells of the lepidopteran’s gut (Hofte amhiteley 1989; Sober’on et al.
2016; Jurat-Fuentes and Crickmore 2017). The bghdih Cry toxins to the apical
microvillus of the membrane vesicles of the ingtermines the specificity of the Cry
toxins (Bravo et al. 2007). Different proteins hdeen identified as receptors #rin
Lepidoptera and can be highlighted within Lepidogténcluding aminopeptidases (de
Maagd et al. 2001; Onofre et al. 2017), “cadheikn-protein” (Gahan et al. 2001; Xiao
et al. 2017), and alkaline phosphatase (Jurat-Eseahd Adang 2004; Yuan et al.
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2017). In addition to the cry genes, soBieplants such as corn and cotton express
vegetative insecticidal proteins froBt, which proved effective in the control of some
economically important insect pests.

The Bt soybean MON 87701 xMON 89788 efficientlygets a range of species,
including Anticarsia gemmatalis (velvetbean caterpillar) Hubner (Lepidoptera:
Erebidae) and Chrysodeixis includens(soybean looper) Walker (Lepidoptera:
Noctuidae) (Bernardi et al. 2012), but it is noficént againstSpodopteraspp.
(armyworms) (Bernardi et al. 2014b).

Some studies have already reported that the adopfidt crops leads to a
reduction in insecticide use (Hutchison et al. 2000user and Qaim 2011; Lu et al.
2012), possibly favoring certain nontarget pesbmaks (Zhao et al. 2011). Therefore,
it is important to understand the direct and inttinenpacts ofBt plants on both non-
target pest species and their natural enemiesmigietenance of natural enemies is of
paramount importance for preventing phytophagoseadts from reaching population
levels capable of causing economic damage (BediGiociola 2002). Despite being
important, there are few studies of the interactibatweerBt plants and parasitoids of
insect pests (Tian et al. 2013; Liu et al. 2014).

Before the use oBt plants for insect pest control in Brazil is adaptersect
resistance management (IRM) programs should bebls$tad to ensure the
sustainability of this technology for IPM. Theressll a need for IRM strategies to be
implemented effectively, and mitigation strategimesst be designed for cases in which
there is an increased frequency of resistant aliel¢he populations of the target pest in
Bt plants. This review presents dataRBirsoybean and lepidopteran pests as well as on
the importance of natural enemies as a form ofolgichl control, and applications for
IPM and IRM.

Bt soybean

Early efforts to obtaiBt soybean cultivars showed to be promising alteveati
to control defoliating caterpillars in soybeans.eTfirst report of the successful
introgression and expression of a native cryBitlgene in soybeans was published in
1994 (Parrott et al. 1994), and several more ssudie the subject have since been

published. Stewart et al. (1996) produced a tramsgeoybean plant with syntheti®t
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crylAc (tic 107) and described the tissue cultund &ransformation procedures and the
molecular and biotic characteristics of tBesoybean that was produced. Walker et al.
(2000) demonstrated a transgenic lineage of théesoy ‘Jack’, Glycine max (L.)
Merrill, expressing a synthetarylAcgene fromB. thuringiensisvarietykurstaki(Jack-
Bt), which was evaluated for resistance to fouridepteran pests in the field:
Helicoverpa zedqcorn earworm) BoddieA. gemmatalifsoybeans caterpillar) Hubner,
C. includens(soybean looper) Walker, ariflasmopalpus lignosellugesser cornstalk
borer) Zeller, and data from these experiments estgd that expression of this crylAc
construct in the soybean should provide adequateldeof resistance to several
lepidopteran pests under field conditions. MacRa&le (2005) developed lineages
containing the event MON 87701 and expressing ynéhstic protein TIC 107, which
is nearly identical to the native CrylAc proteinoririch et al. (2008) evaluated the
agronomic performance and chromosomal stabilityasfsgenic homozygous progenies
of the soybean and confirmed the resistance oéthksts toA. gemmatalis

Bt soybean has recently been developed by combihagransformation events
MON 87701 (expressing CrylAc protein) and MON 891@8phosate tolerance). This
soybean cultivar is characterized by having ¢hel Ac Bt gene encoding the CrylAc
protein and the protein 5-enolpyruvylshikimate-3gbhate synthase (EPSPS) from
Agrobacteriumspp. that confers tolerance to the herbicide gigpte. TherylAcgene
is an exogenous gene from the bacterinthuringiensis kurstakiiD73, which confers
to the plant resistance to major soybean Caterpksts. The soybean cultivar MON
87701-2 was produced by transfering trglAc gene using a gene promoter rbcS4
control of the specieArabidopsis thalianaThis promoter expresses the characteristics
of the gene of interest at high levels in greesus (Cui et al. 2015). The protein
sequence is 99% identical to the CrylAc proteimfi®. thuringiensis kurstakiThe
high-dose expression (25 times the amount requicedill 99% of a susceptible
population) and concentration in the leaves caolrepproximately 45Qg/g of the dry
weight (MacRae et al. 2005).

This product was commercially released in BraziPG13/2014. Based on the
experiences witlBt maize and cottonBt soybean technology is expected to control
major Lepidoptera pests. Considering the eadBtaioybean cultivation in addition to
the increasing problems of caterpillars faced bgzBian farmers, it is conceivable that

this new technology will be widely adopted (Bernatdal. 2012).
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Lepidopteran pests

Bt soybean offers efficient population regulation ofajor lepidopteran
agricultural pests such a&. gemmatalis(velvetbean caterpillar) an@. includens
(soybean looper), and secondary target pests ssiddebothis virescens(tobacco
budworm) Fabricius,Crocidosema aporemgbean shoot moth) Walsingham, and
Rachiplusia nysunflower looper) Guenée (Bernardi 2012).

Caterpillars of the genuSpodopterahave been causing damage to soybean
fields in Brazil in recent years (Bueno et al. 20Mithin the Spodopteracomplex,S.
eridania (southern armyworm) StolE. cosmioidegblack armyworm) Walker, an8.
frugiperda(fall armyworm) J.E. Smith are prominent in causitagnage. These species
have attacked soybeans in central and southerril Bratfmann- Campo et al. 2000;
dos Santos et al. 2005). The high potential fordéliation of soybean plants (Bueno
et al. 2011) and damage to flowers and pods (Hoffm@ampo et al. 2000) by
Spodopteraspecies requires the adoption of control tacticprevent the loss of grain
yield, but there are no sufficient data availabl¢he literature demonstrating the impact
of the protein CrylAc on the life history paramstef Spodopterapecies.

This information is important due to the threapesbts evolving resistance Ba
crops (Bernardi et al. 2014b). According to Bernatdal. (2014b)S. cosmioidesS.
eridania, andS. frugiperdaexhibited low to no susceptibility to MON 87701MON
89788 soybean containing the protein CrylAc. Th8gedopteraspecies showed
higher tolerance to the CrylAc protein than sonteiot.epidoptera species, such@s
includensH. virescensandH. zea(Luttrell et al. 1999).

Yu et al. (2013) showed that tiB¢ transgenic soybean exhibited high efficacy
against Helicoverpa armigera(cotton bollworm) throughout the growing season,
whereas it caused low toxicity 8podoptera liturgtobacco cutworm), especially in the
growth stages during and after anthesis. No toxiitthe Bt soybeans t&@podoptera
exigua(beet armyworm) and\grotis ypsilon(Black cutworm) larvae was observed.
Therefore, planting of CrylAc-expressing soybeailsnat effectively manage all key
lepidopteran soybean pests in China (Bernardi. &(dl4a).

The low toxicity of CrylAc toSpodopteraspecies can be related to the high

genetic variability among populations and the rattolerance of insects to differet
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proteins. This was demonstrated for native popamatiof S. frugiperdain Mexico,
Brazil, and Colombia, which showed differences usceptibility toBt strains due to
high genetic variability among populations; a fdbat results in groups lacking
receptors for certairBt proteins and, thus, are insensitive to insecticjg®teins
(Monnerat et al. 2006). Aranda et al. (1996) dertrated in trials withS. frugiperda
that insufficient and (or) a weak link of the ingeiclal protein in the midgut binding
sites can also affect the susceptibility to CrylMdich can also be related to the

inactivation of the insecticidal protein by proteagRahman et al. 2012).

Natural enemies

Globally, insecticides are the most widely usedtadnmethod for reducing
damage caused by insect pests, but they have loéem overused (Bueno et al. 2011).
Subsequently, as an alternative to pesticide thseg thas been an increase in the use of
biological controls in IPM programs, both throudte trelease of a large number of
natural enemies (applied biological control) antbtigh the use of cultural practices
that preserve extant populations of natural enenmethe crop (Van Lenteren and
Bueno 2003). Studies have revealed that parasitwidbe order Hymenoptera can
promote the natural control of pests, especiallgidl@ptera and Hemiptera (Martins et
al. 2004; Sharma et al. 2007).

The consequences of the effects Rif plants on parasitoids have received
attention, and studies have revealed both postiveé negative impacts (Baur and
Boethel 2003; Sanders et al. 2007; Dhillon and 8ha2010). When negative effects on
natural enemies have been observed Bitproteins, they appear to be due to the poor
quality of the host and not the Cry protein (Ronetial. 2013).

The safety of severaBt proteins has been verified in tritrophic studies
conducted with herbivores resistant or non susskepto Bt that avoided the problems
of prey quality in some other previous studies (Rmet al. 2013). The practice of
allowing Bt-resistant hosts to ingeBt proteins and then feeding the hosts to natural
enemies (both predators and parasitoids) has simoweffects on the natural enemies
(Chen et al. 2008; Tian et al. 2012). However, soaports continue to suggest that
natural enemies may be harmed Bityproteins (Lovei et al. 2009), but these reports
have been challenged (Shelton et al. 2009).
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Despite being important, few studies of the intBoas betweerBt plants and
the parasitoids of insect pests have been perfoffied et al. 2013; Liu et al. 2014).
Silva et al. (2014) suggested that there was rectdeffect ofBt soybean (CrylAc) on
the biological traits ofEuchistos herosor its egg parasitoidlelenomus podisi
According to Bortolloto et al. (2014), it is impartt to emphasize that based on the
mode of action of th8t protein (gut-active), it is unlikely that the CAd, found in the
Bt soybean, would be transferred fr@n eridanialarvae to adults to eggs. Therefore,
Telenomus remusxposure to CrylAc would be zero or very low (elds zero) in this
case, and direct effects are excluded. Any posegiiéet would be indirectly associated
with the Bt protein insertion.

De Jesus et al. (2014) observed that the predafiagmphs and adults, and the
effects on the life cycle of the predaRwodisus nigrispinusvere higher ors. frugiperda
larvae fed with cotton NuOpal (CrylAc); howevere ttotal viability of P. nigrispinus
was lower when predating o8f. frugiperdafed with NuOpal (transgenic cultivar).
Spodoptera frugiperdacquires toxins from transgenic cotton, which edfect its
natural predatoiP. nigrispinus A study by Carvalho et al. (2012) showed that the
integrated management Bfutella xylostellais feasible by using the HD1 strain Bf
thuringiensisand the predatd?. nigrispinusbecause the predator showed no preference
for infected or healthy. xylostellalarvae and the straiB. thuringiensisHD1 did not
affect the biological characteristics Bf nigrispinuswhen fed with infected larvae and
water or healthy larvae andBa thuringiensisuspension.

In a study of interactions among transgenic cot{@nylAc), Helicoverpa
armigera and Campoletis chloridegeSharma et al. (2007) observed that there was a
slight reduction in adult weight and fecundity aamgbrolongation of the larval period,
both before and after parasitization, when the gria was raised omdl. armigera
larvae fed on the leaves of transgenic cotton. i8alrand development @&. chlorideae
was also poor wheH. armigeralarvae were fed on the leaves of transgenic coftbhe
adverse effects of transgenic cotton on the suindmd development of. chlorideae
were largely due to early mortality, and also palgsihe poor nutritional quality of the
H. armigeralarvae due to toxic effects of the transgenicarott

Parasitoids are very sensitive to changes in thests after the ingestion of
toxins, as they usually complete their developmerd single host. When susceptible

hosts are treated witBt toxins, the possibility of affecting the parasiwis greater than
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it affecting the predators, which are often genand feed on different prey (Salama et
al. 1983). Godfray (1994) suggested that the haslity may affect parasitoid size,
development, and survival. If the host is not aolesurvive, the parasitoid will not

complete its development (Godfray 1994).

Management of resistance

Croft and Van de Bann (1988) defined resistancéhasdevelopment of an
inherited ability of na organism to tolerate dos&a toxicant that would be lethal to the
majority of individuals of the species. In this text, the evaluation of the risk of
resistance of target and non-target soybean pe€ibl 7701 x MON 89788 is of
fundamental importance to the establishment of IRNanagement strategies.
Establishing IRM strategies to prevent or delaydtelution of insect resistance to GM
soybeans is one of the main challenges for themuadtility of this new technology for
the IPM of soybean crops in Brazil. An importargpsin the management strategy of
IRM practices includes the development of appraeri@chniques for bioassays to
assess the response of target pest populatiohe Bt protein by obtaining lineages of
basic plant susceptibility, from which it is podsilto identify the diagnostic doses to be
used in monitoring the resistance, allowing a disicration between susceptible and
resistant phenotypes, and the identification oepti&l changes in the susceptibility of
the population in response to the selection pressxerted by th8t culture (Fischhoff
1996).

Among the various IRM strategies that have beempgsed, one that is widely
used is the high-dose expression of the insectigdatein in plant tissues and in
planting and maintaining refuge areas with mirplants (Fig. 1) (Alstad and Andow
1995; Gould 1998; Caprio et al. 2000; Huang e2@l.1). These strategies are based on
two important observations: resistance is a regedsait, and crosses between resistant

and non-resistant individuals occur at random (EjdMachado and Fiuza 2011).
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Figure 1. Basic aspects of the resistance managemeagrquirement of the high dose
and structured refuge theory
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Figure 2. High dose and structured refuge strafdgyacceptances for this strategy are:
the gene for resistance occurs at low frequen@ojulations; the amounts Bt toxin
produced by plants are high enough to eliminateresstant (homozygous recessive)
insects from the populations; and resistant heygaies and resistant individuals
(dominant homozygotes) born in areas wh plants randomly interbreed with the
nonresistant individuals born in the refuge ard@&® purpose os the refuges is to keep
indivuals susceptible t8t toxin in the population, expressly, those thatndd have
genes for resistance. Their contribution is thedpotion of adult insects susceptible to
Bt toxin for breeding with resistant homozygous insethus “diluting” the resistance in
the population. Dispersion out of refuge areasersessary for breeding to occur.
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Refuge areas then supply susceptible individualanioimize non-random
mating among the rare resistant homozygotes thaiveuon Bt plants, ensuring that the
next generation consists of either susceptible eterbzygous resistant individuals.
These insects are all phenotypically susceptibléhéohigh-dose plant (Andow 2008;
Tabashnik et al. 2009).

For the MON 87701 x MON 89788 soybean, the reconuagon of a refuge
area (with norBt soybean) of at least 20% of the area planted sm/Bewas approved
in Brazil (CTNBio 2010). The wide use of MON 87781MON 89788 by Brazilian
producers increases concern of the evolution oktesce. The main risks for the
maintenance of this lineage over time are the railto observe the three main
foundations of the management strategy used, nanigiydoses, low frequency of the
gene for resistance, and maintenance of the aréasefoge, according to the
recommendations (Huang et al. 2011; Tabashnik @04l3; Omoto et al. 2016).

A study by Dourado et al. (2016) evaluating thécefhcy of this lineage in the
control of H. armigeraindicated that the first two conditions are préserBrazil. The
great concern of the authors the maintenance otteas of refuge, as these are not
obligatory in Brazil; areas for cultivation &t soybean may be an additional challenge
for the management of resistance in the countrgaliee temperatures are higher and
the cultivation time is longer than in temperateaa: The concern with the effects of
other factors is not exclusive Bt soybeans, but to aBt plants. It is extremely
important to adopt adequate management procedaresach region, because it is
necessary to consider the differences in geograpihmate, size of cultivated area,
number of transgenic species cultivated, biologyindect pests, and spatial and
temporal genetic variability of the target spe¢i@moto et al. 2016; Ives et al. 2017).

The need for transgenic plants expressing diffegemtes is reinforced by the
evolution of pest lineages resistantBo plants in the field (Table 1). Field-evolved
resistances in different insect pests in other oregi such as the resistance of
Pectinophora gossypiello CrylAc inBt cotton in India (Dhurua and Gujar 2011), the
resistance oH. zeato CrylAc in Bt cotton in the USA (Tabashnik et2013), and the
resistance oDiabrotica virgiferato Cry3Bb inBt corn in the USA (Gassmann et al.
2011) have also been reported. In addition, thisteexe ofS. frugiperdato CrylF in
maize (Storer et al. 2010; Farias et al. 2014) tha resistance oP. gossypiella

(Saunders) to CrylAc in cotton (Dhurua and Gujarldhave been reported.
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For many researchers, second generation transgeants, i.e., those that

express two or morBt toxins, are a more effective option for pest conénd also to

increase the longevity of transgenic plants (Ceerg al. 2015; Sheikh et al. 2017). In

Brazil, for example, studies demonstrated a hidltiehcy of theBt soybean strain

DAS-81419-2 (expressing two proteins) in the remunctof damage caused bA.

gemmatalis, C. includens, H. virescens, and S. icides during the vegetative and

reproductive stages (Marques et al. 2016). Redeidies have suggested the use of

RNA interference as a promising alternative or clementary strategy for pest control
and management (Asokan et al. 2014; Kim et al. 2Bhilevich et al. 2016; Yu et al.

2016; Ni et al. 2017).

Table 1. Species with field resistanceBtglants

Resistance Country gene
Pest detected crop
Helicoverpa zea 2002 cotton USA crylAc
Busseola fusca 2004 maize South Africa crylF
Spodoptera frugiperda 2007 maize Puerto Rico/Brazjl crylAc
Pectinophora gossypiella 2009 cotton India cry3Bbl
Dibarotica virgifera virgifera 2010 maize USA crylAb
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Final considerations

In Brazil, as in other countries that gr@t/ soybeans, the main strategy for pest
management is high doses and maintenance of reflipesmain objective is to delay
the evolution of resistance Bt toxins in the target pests. Studies indicate thet
strategy is efficient to ensure the longevityBifplants (Shelton et al. 2002; Wenes et
al. 2006; Yang et al. 2015; Garcia et al. 2016).

One of the main problems in the cultivation Bf soybeans in Brazil is the
emergence of secondary pests. Several studies fegeeted significant losses in
production by the action of these species (Fermiral. 2015; Pomari-Fernandes et al.
2015). The technological solution to this problenthe production of transgenic plants
expressing a higher numberBiftoxins, as indicated in the results obtained byduas
et al. (2017), which show the high efficiency ok@ybean variety containing twst
toxins in the control of primary and secondary pe$he recommended strategies for
controlling problematic pests are the cultivatidnptants expressing genes for two or
threeBt toxins, the expansion of refuge areas, and theotisther management tactics
(Carriere et al. 2016a, 2016b; Ni et al. 2017).

The emergence of secondary pests is a possilili#tiy dan not be discounted,
especially for plants such as soybeans that aggetsarof different insect species
(Zeilinger et al. 2016; Marques et al. 2017). Takevant question here is as follows:
how are we going to address this possibility? Te asly the technological solution of
increasing the number of toxins expressedBbplants, or seek ecological solutions of
greater complexity? A more complex solution recglisemore accurate assessment of
the effective contribution of natural enemies idueing the impact of primary and
secondary pests as well as changes in the mettiddsge-scale plant cultivation. In
addition, it should take into account other infotim@a, such as geographical aspects of
cultivated areas, target pest biology, and genetr@bility (Omoto et al. 2016; Ives et
al. 2017).

Several studies have indicated the potential ofirahtenemies to help in the
fight against soybean pests (Liu et al. 2014; Mdwéa et al. 2015; Zalucki et al. 2015),
but the introduction of these species is diffianlthomogeneous crops, as they occur
over large areas of cultivation. Perhaps in ther rfiature it will be necessary to
implement cultivation processes in large areas wilitincrease plant diversity and,

thus, favor the presence of the natural enemidiseomain pests.
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Gonzalez et al. (2017) found a greater diversitytrid natural enemies of
soybean pests in cultivated areas with a greaterslty of vegetal species nearby. In
these areas there was a greater contribution afaheal enemies to the control of stink
bugs (Hemiptera: Pentatomidae). The importancdaoitmliversity for the development
and maintenance of the diversity of natural enermesultivated areas has also been
highlighted by Harterreiten-Souza et al. (2014)n\gopal et al. (2014), Mitchell et al.
(2014a, 2014b), Cohen and Crowder (2017), and Mamate et al. (2017). In Brazil,
there are studies indicating the possibility ofngshatural enemies in the fight against
soybean pests (Reichert et al. 2014, 2016; Paz-®etb 2015; Cividanes et al. 2017).

The history of pest control shows that the evolutdd resistance to the control
agents that are developed is only a matter of tDwer the course of the relationship of
human beings with the pests of cultivated plants,have developed a set of strategies
to minimize losses in production and have becomarawhat our relationship with
pests is continuous in space and time. These gieateninimized the losses and
increased the useful life of the control agentse $tnategy of “high doses and structured
shelter” should be considered the minimum necessangrms of pest control and
management. It is necessary, however, to extendsehef procedures used. In this
sense, the development of management strategiearthenore complex and that really
favor the increase of the diversity of agroecosystés fundamental; these strategies

will enable an increase in and maintenance of inersity of natural enemies.
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INTRODUCAO

O cultivo de arroz (Oryza sativa L.) denota gramdportancia econémica para
o Brasil: sua producgéo na safra 2012/2013 alcat¢dgd milhdes de toneladas, ou seja,
2,8% maior do que o volume colhido na safra anteAidRegido Sul produziu em torno
de 9,1 milhdes de toneladas, 0 que representa 78z6%stimativa total de producéo
(CONAB, 2013), embora o cultivo de arroz sofra comtaque de insetos fitd6fagos, os
quais ocorrem com alta frequéncia nas principagdes produtoras. (MARTINS,
2004).

Spodoptera frugiperdaa lagarta-da-folha, € classificada como o pricip
inseto-praga de vinte e trés familias de gramine@ssionando perdas significativas a
cultura do arroz desde a fase vegetativa, alimdotae das folhas e dos colmos e
podendo destruir totalmente a cultura. (CRUZ, 19%%)controle natural da praga
ocorre pela acao de inimigos naturais, que saoriap@s ao agroecossistema pela sua
especificidade na escolha do hospedeiro, e consemguente, pela reducdo da
populacdo. Entre os inimeros parasitoidesSdérugiperda destaca-se €ampoletis
flavicincta (Ashmead) (Hymenoptera: Ichneumonidae), considetad dos principais
endoparasitoides de lagartas Slefrugiperda O himendptero completa todo seu ciclo
ao alimentar-se do conteudo interno do hospedpassando posteriormente a fase de
pupa, ao final do ciclo e, em substituicdo ao a@ddéS. frugiperdatem-se o adulto do
parasitoide (CRUZ, 1995). Apesar da importancidedesnendptero, pouco se conhece
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sobre sua distribuicdo no Estado do Rio Grande wWo (BEQUECH, 2004). Nesse
contexto, este trabalho se concentra em avaliacoaréncia de parasitismo p@.

flavicinctanas lagartas d. frugiperdacoletadas a campo.

MATERIAL E METODOS

As lagartas dé&. frugiperdaforam coletadas nos anos agricolas de 2010/2011 e
de 2011/2012, em agroecossistemas orizicolas pertes ao Instituto Rio-Grandense
do Arroz (IRGA), no municipio de Cachoeirinha/RS Nrimeiro ano, efetuou-se a
coleta em uma Unica area, em dezembro. No segura@outilizaram-se duas areas e
ocorreram trés coletas, de dezembro a janeiro. dgarias coletadas foram
acondicionadas em frascos com dieta artificial digoBt (POITOUT; BUES, 1970) e
mantidas no Laboratério de Microbiologia e Toxigpéoda Universidade do Vale do
Rio dos Sinos (UNISINOS). Os insetos permanecenanBOD a 25°C, em 12 h de
fostofase e 65% de umidade relativa até a formdeacrisalidas do lepidoptero ou da
pupa do parasitoide.

As crisalidas dé&. frugiperdaforam inseridas na criacdo massal do laboratorio.
As pupas caracteristicas @ampoletis flavicinctdéoram acondicionadas nas mesmas
condi¢des descritas até a emergéncia do adultex€msplares foram identificados com
auxilio de chaves dicotdmicas pelos pesquisadardsatioratério de Microbiologia e
Toxicologia da UNISINOS, e com a confirmacéo daéean foram inseridos na criacao

dos parasitoides no referido local.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O total de lagartas d8. frugiperdacoletadas em campo foi correspondente a
537 individuos, apesar de o numero total de indetogariado nos anos agricolas; ja o
percentual médio de parasitoides obtidos em latwdoafoi de 13,5%, sendo que a
espécieCampoletis flavicinctaepresentou em média 81,9% dos parasitoides @btido

em Laboratorio (como ilustra a Tabela 1).
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Tabela 1. indice de parasitismo e porcentagem dedé e machos de.
flavicincta em lagartas d8&. frugiperdacoletadas em agroecossistemas do Rio Grande
do Sul.

N° de Total de Representantes Fémeas % Machos %

Coletas/ano lagartas S.  parasitoides da espécie
agricola frugiperda % C. flavicincta

(n°) %
1°2010/2011 201 15,2 63,3 19 81
2°2011/2012 159 30,1 97,8 14,6 85,4
3°2011/2012 133 2,25 66,6 0 100
4°2011/2012 44 6,8 100 66,6 33,4
Médias das 134,25 13,5 81,9 25,05 74,5

Avaliacdes

Resultados semelhantes foram encontrados por Deq2€01), que atingiu
indice médio de 18,11% de lagartas naturalmentespadas, e 69,95 % em média eram
representantes da espéCieflavicincta Considerando-se o percentual de parasitismo de
C. flavicincta infere-se esse parasitoide como o principal ipinmatural de lagartas de
S. frugiperdaem Cachoerinha/RS. Alguns trabalhos citam o altliicé de parasitismo
por C. flavicinctaem lagartas d8. frugiperdaem campo, confirmando a abundancia do
parasitoide em areas de cultivo agricola que ati@admgarta-da-folha. Entre as coletas
do parasitoide, houve predominancia de machos (@poatou a Tabela 1), diferindo
do trabalho de Dequech (2004), no qual se constafmmedominio de fémeas (54,5%),

nas coletas d8. frugiperdaem areas de milho circundadas por areas orizigakashas.

CONCLUSAO
Os resultados parciais apresentados neste trabaltienciaram a importancia
do parasitoideC. flavicinctano controle natural d8. frugiperda como a espécie de

parasitoide mais abundante no agroecossistematadoes
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RS, Brasil. E-mail: silviamsalles@hotmail.com

A soja (Glycine max) contempla uma das culturassnm@aiportantes para a
economia mundial. O sucesso na expansao da legsanino territorio brasileiro
ocorreu também pelo desenvolvimento de variedadesgdénicas, como a SO,
resistente a espécies de insetos da ordem Lepidopte formas jovens dessa ordem
(lagartas) podem incidir durante todo o desenvawito da planta, afetando assim a
produtividade da soja. As lagartas alimentam-sétdo limbo quanto das nervuras
foliares, podendo causar o desfolhamento total mlastas e acarretar perdas na
produtividade de até 75%. Nesse panorama, estgoetsue como objetivo comparar a
abundancia de insetos da ordem Lepidoptera, cagtacampo, no cultivo de sdp
(CrylAc) e nadt (controle). O estudo foi conduzido em uma pro@ikdrural situada
em Dom Pedrito/RS, no ano agricola de 2013/2014q@nse executaram duas coletas
de insetos na cultura de sdi Intacta TMRR2 PROTM, modificada com o gene
CrylAc da bactéria inseticidgacillus thuringiensigBt), e ndoBt. As amostras foram
obtidas através do método de pano-de-batida, Zatelo dez pontos em zigue-zague
por amostra. Os resultados obtidos desvelaramnguprimeira coleta, a abundéancia de
insetos total foi menor na sojat. Além disso, houve predominéncia de insetos
representantes da ordem Lepidoptera, tanto nangg8t (98,1%) quanto na sojat
(60%). Na segunda amostragem, foram coletados #EHl0s na area controle, sendo
97,7 % lepidopteros. Na area plantada com Bajalos 107 insetos coletados, 57,7%
foram identificados como lepiddpteros, indicand@dmminancia dessa ordem em
ambos os cultivares. Os dados do presente trabplitaram alta efetividade do cultivar
de sojaBt (CrylAc) no controle de lepidopteros.

Palavra- chave: Sopt, lepidopterosBacillus thuringiensis



74

SALLES, S. et aDiversidade de lepidopteros em areas de cultiveaje Bt e ndo Bt. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE SOJA, 7, 2015, Florian@phifiais... Florianopolis: Centro de
Convencdes Centro Sul, 2015

DIVERSIDADE DE LEPIDOPTEROS EM AREAS DE CULTIVO DEOJA
Bt e NAOB
Salles, S.M; Dos Anjos, F; Pinto, L, Fiuza, L3
Universidade do Vale do Rio dos Sinos— Unisinosp $#&opoldo- RS,

silviamsalles@hotmail.com1, Unisinos.

A producado nacional de soja no ano agricola 201&/20cancou 86.273,2 mil
toneladas, representando incremento de 5,9% egéoeksafra 2012/2013. (CONAB,
2014). Contudo, alguns fatores seguem como linetadé producao, dentre os quais, 0S
insetos-praga, com destaque as lagartas, quemsentdim tanto do limbo como das
nervuras foliares e das vagens, podendo causavlitesiento total e ocorrer durante
todo o desenvolvimento da planta, ocasionando pendaprodutividade de até 75%.
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

O sucesso na expansao da leguminosa no territéagildiro se deu também
pelo desenvolvimento de variedades resistentegusnals pragas que afetam a cultura.
A comercializacdo de plantaBt aplicadas no manejo dos insetos se tornou uma
ferramenta importante para os programas de Mangjegrado de Pragas (MIP)
(ROMEIS et al., 2008). Nessa perspectiva, a av@dago risco de resisténcia das
pragas-alvo e ndo alvo da sdi se mostra de fundamental importancia para o
estabelecimento de estratégias de Manejo da Resastde Insetos (MRI).

A hipotese do presente estudo € que ha menor amciadé@ diversidade de
lepidopteros em area de s@8 quando comparado com a soja 0O objetivo do
trabalho foi identificar e avaliar a diversidadesdepiddpteros presentes na area
cultivada com sojaBt. Os ensaios de campo foram conduzidos de acordo ao
zoneamento agricola para cultura de soja na megidio 101 (SOMMER et al., 2013),
no municipio de Dom Pedrito/RS(S 31°13'51.7"W 54%3.3").

O experimento foi avaliado no ano agricola 2013424m que as cultivares
foram semeadas (48 kg.ha-1), por meio de semeadiwaplantio direto, com

espacamentos de 50 cm entre linhas, com o objeivestabelecer a populacédo de
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quatorze plantas por metro e 280.000.ha-1, seg@sdadicacdes de cada cultivar.

O manejo da lavoura foi realizado em conformidaden cas informacoes
técnicas para cultura (EMBRAPA, 2014). Praticasoagmicas convencionais foram
seguidas para aumentar a produtividade, como iaaglo de fertilizantes basal 200
kg.ha-1 de N(2) P(23) K(23). Nao ocorreu a aplicag@ inseticidas nas parcelas
experimentais durante a época de cultivo, e o tidebifoi aplicado na quantidade de
3L.ha-1 (Roundup Wg®), quinze dias antes da emeigéa ap0s a emergéncia
(1,5L.ha-1).

As areas para cada tratamento (#fjae naoBt) foram compostas por quatro
parcelas de 15/20 m, totalizando 1.200 m2 para tatlmento, instaladas respeitando
800 m de distancia. As amostras foram obtidas peipo do método de amostragem
pano-de-batida vertical, compostas por dez pontoszigue-zague (GALLO et al.,
2002), totalizando quatro repeticbes por tratamenotatidos quinzenalmente entre
janeiro e fevereiro.

Posteriormente, as amostras foram individualizadasondicionadas em frascos
plasticos com tampa, em solucdo de etanol a 70%ne,seguida, enviadas ao
Laboratério de Microbiologia e Toxicologia da Unisielade do Vale do Rio dos Sinos
(UNISINOS), onde se efetuaram a quantificacdo elemtificagdo taxondmica dos
insetos, por meio de um estereomicroscopio (80X)n co auxilio de chaves
dicotdmicas de identificacdo, segundo preconizaehrStLl987) e Czepak et al. (2014).
Os espécimes nao identificados foram enviadosecedistas da ordem Lepidoptera.

A éarea cultivada com soja n@&t (controle) evidenciou maior abundancia de
lepiddpteros nas quatro amostragens realizadagi®)=§uando comparada com a soja
Bt (n=68), indicando alta efetividade da sBfano controle de insetos desta ordem. Os
dados se apresentam na Tabela 1. Na area de soj8tn@ espécieAnticarsia
gemmatalis revelou maior abundancia, representando 69% dqgqsdoleteros
identificados (como exibe a Figura 1), seguidaClteysodeixis include$29%) e de
Spodopterasp. (3,3%). Na area de s@§ o génerd&Spodopterasp. teve predominancia
(98%) - resultado que pode indicar a possivel sisa de lagartas do género

Spodopteras proteinas Cry presentes na soja geneticamentifcada (sojaBt).
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Tabela 1. Abundancia de lepidépteros em Boj ndoBt avaliada em quatro coletas no
ano agricola 2013/2014.

Abundéncia (n)

Tratamentos Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
Soja ndo Bt
Anticarsiagemmatalis 25 29 74 247
Chrysodeixisincludens 0 16 56 78
Spodopterasp. 3 1 6 8
Soja Bt
Anticarsiagemmatalis 0 0 0 0
Chrysodeixis includens 0 0 1 0
Spodoptera sp. 0 0 9 58
o 69%
350 -
o
= 250 -
g 200 - 29% ¥ Soja N3o Bt
E ¥ SojaBt
< 150 |
100 - 98,5%
L =2
Anticarsiagemmatalis  Chrysodeixis includ Spodopterasp.

Figura 1. Abundancia de lepidopteros em area deBig NaoBt em coletas no
ano agricola 2013/2014.
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