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O lancamento comercial, em 1996, de
plantas de milho e algoddo geneticamen-
te modificadas para controlar pragas cau-
sou uma revolucao no manejo de lagartas,
sendo adotadas amplamente em diversas
culturas desde entao. Essa tatica de con-
trole promoveu a reducao significativa do
uso de inseticidas, gerando, consequen-
temente, beneficios como reducdes nos
custos de producao (Carpenter, 2010), nas
taxas de intoxicacao de trabalhadores por
inseticidas (Koser; Qain, 2011), nos impac-

tos em espécies nao alvo dos inseticidas,
como inimigos naturais e polinizadores
(Lu et al., 2012), e nas pressoes de selecdo
de populagdes resistentes causadas pelos
inseticidas. Entretanto, qualquer tatica de
controle exerce pressao de selecao de in-
dividuos mais resistentes.

Considerando que essas plantas pro-
duzem ininterruptamente proteinasinse-
ticidas, os insetos que se alimentam des-
sas plantas estao sobre selecdao constante
de individuos que consigam sobreviver



ao efeito de tais proteinas. Portanto, a ado-
¢do de técnicas de manejo da resisténcia,
como o uso de cultivares que expressam
mais de uma proteina com mecanismos de
acao distintos e em altas doses e o uso de
areas de refugio, sdo primordiais para a per-
manéncia dessa tatica de controle (Huang
etal.,,2011). De forma sinérgica as taticas de
manejo da resisténcia, o Manejo Integrado
de Pragas - MIP auxilia na permanéncia da
eficiéncia de controle das plantas insetici-
das, pois ao monitorar as pragas é possivel
identificar se espécies alvo das tecnologias
estdo sobrevivendo, permitindo entdao o
controle imediato dessas espécies, evitan-
do assim que individuos resistentes sobre-
vivam e passem essas caracteristicas gené-
ticas adiante.

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepido-
tera: Noctuidae) é uma espécie conhecida
mundialmente pelo seu potencial destruti-
vo em diversas culturas e é um bom exem-
plo de praga controlada pelas plantas Bt. Na
safra 2012/2013, H. armigera, até entdo con-
siderada exdtica no Brasil, entrou para esse
variado complexo de pragas do algodoeiro
no Brasil (Czepack et al., 2013; Spech et al.,
2013) e desde entdao as preocupacdes no
pais aumentaram drasticamente.

Segundo Bueno e Sosa-Gémez (2014), na
primeira safra de ocorréncia no Brasil essa
espécie causou perdas na ordem de 800 mi-
Ihdes de ddlares, sendo grande parte desse
prejuizo em cultivos de algodao e soja.

Trata-se de uma espécie pertencente a
subfamilia Heliothinae, que abrange cerca
de 381 espécies descritas, muitas classifi-
cadas como pragas agricolas importantes,
como as dos géneros Helicoverpa Hardwick
e Chloridea Duncan (Westwood), que ata-
cam folhas, flores e frutos de plantas (Po-
gue, 2013). Fatthipour e Sederatian (2013)
classificaram essa praga como uma das mais
importantes da agricultura mundial devido
a sua elevada mobilidade e fecundidade,
diapausa facultativa de suas pupas e habi-
to alimentar, associado a sua capacidade de
atacar grande numero de hospedeiros.

Considerando a importancia dessa es-
pécie como praga na cultura do algodoei-
ro e a significativa expansdo dessa cultura
no Brasil (1,2 milhées de hectares na safra
2017/18), a preservacao da eficiéncia das
plantas Bt é estratégica para uma agricultu-
ra mais sustentavel e menos dependente de
inseticidas.

Até a safra 2015/2016, nao havia obser-

vado a ocorréncia de lagartas de H. armigera
em lavouras de soja e algoddo Bt, demons-
trando que até entao essa tatica de contro-
le apresentava elevado controle sobre essa
espécie. Barros et al. (2016), ao verificarem
a eficiéncia dos traits transgénicos de algo-
ddo sobre H. armigera, constataram que as
tecnologias WideStrike®, Bollgard 11° e Twin-
Link® apresentavam alta taxa de controle
sobre lagartas neonatas. Entretanto, na safra
2016/2017 foi constatada uma populagao
de campo de H. armigera em Primavera do
Leste - MT com sobrevivéncia de 40% de la-
gartas até o 4° instar em cultivares de algo-
doeiro WideStrike® (Figura 1).

J4 na safra 2017/2018 foi constatada a
ocorréncia de lagartas pertencentes a sub-
familia Heliothinae no municipio de Campo
Verde - MT em um talhdo semeado com uma
variedade comercial que expressa as protei-
nas Cry1Ac + Cry1F (WideStrike®). Mediante
tal informacado, a equipe do IMAmt coletou
essas lagartas e realizou uma série de testes
visando a confirmacao especifica da praga e
se as plantas de fato expressavam as protei-
nas citadas acima.

Durante as safras de 2015 a 2017, lagar-
tas de H. armigera tém sido coletadas em
campos de algodao no Estado de Mato
Grosso e submetidas a ensaios com protei-
nas purificadas, visando o monitoramento
da evolucdo da resisténcia deste inseto a
proteinas Cry (Tabela 1).

Como pode ser observado, em termos es-
tatisticos, nao houve diferenca entre os resul-
tados obtidos nos anos de 2014, 2015 e 2016,
indicando que até 2016 nao existia evidéncia
de que a populagdo de H. armigera testada
fosse resistente as proteinas de B. thurin-
giensis presentes nos eventos transgénicos.
Porém, se olharmos os numeros absolutos
de CL,, para as proteinas Cry1F e CrylAc,
que para S. frugiperda ja foi demonstrado
possuirem o mesmo receptor (Monnerat et
al., 2015), nota-se um pequeno aumento de
dose para algumas proteinas no decorrer dos
trés anos. Para a safra 2017/2018 essas anali-
ses ainda estao em andamento.

Kunkanur et al. (2018) constataram que
na india, apesar de nao haver falhas de con-
trole de H. armigera em cultivares de algo-
ddo com expressao da proteina Cry1Ac, apds
10 anos de monitoramento a frequéncia de
individuos resistentes nas populacdes de
campo chegou a aumentar em até 65 vezes.

Monnerat et al. (2015) demonstraram em
seus estudos com S. frugiperda que a po-



PORCENTUAL DE LAGARTAS SOBREVIVENTES ATE O 4°
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Figura 1. Percentual de lagartas de H. armigera que atingiram o 4° instar de desenvolvimento alimentando-se de folhas
coletadas em cultivares de algodoeiro com expressao de proteinas inseticidas.

Tabela 1. Resultado da CL_, (concentracéo letal necessaria para matar 50% da populagéo testada) obtida com pro-
teinas de B. thuringiensis purificadas contra H. armigera.

CL,, (ng/cm?)?
Proteinas
Ano 2015 Ano 2016 Ano 2017
CrylAa 6(3-10) 6,5(2,8-10) 85(2-16)
Cry1Ab 27 (6-51) 23 (5-49) 15 (2-40)
Cry1Ac 8(4-12) 6(4-11) 10 (2-16)
Cry1F 49 (5-117) 51(5-123) 55(10-68)

? CL,, analisada com Probit pelo programa PoloPC da Le'Ora Software (limite de confianga a 90%).

pulacao resistente a Cry1F apresenta co-resisténcia
as proteinas Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac, mas ndo a
proteinas Cry2Ab. No caso de H. armigera, podemos
supor que um mecanismo semelhante esteja acon-
tecendo, uma vez que insetos desta espécie estao
sendo encontrados em culturas de algodao Bt que
expressam a proteina Cry1F. Outros trabalhos tam-
bém tém demonstrado resisténcia cruzada entre as

proteinas da familia Cry1A e Cry1F em outros insetos,
como Chloridea virescens (Lepidoptera: Noctuidae)
(Gould et al., 1995) e Plutella xilostella (Lepidoptera:
Plutellidae) (Tabashnik et al., 1994).

Este relato é um alerta de que H. armigera pode
também ja estar resistente as proteinas Cry que atual-
mente encontram-se em eventos comerciais, indican-
do que o manejo deste inseto deve ser repensado.



Figura 2.
Polimorfismo
genético (SNP)
utilizado como
marcador molecu-
lar para diferencia-
cao entre

H armigera (H.a.) e
H. zea (H.z.).

H. armigera possui
uma citosina
enquanto H. zea
possui uma timina.

Figura 3.

Padrao gréafico
gerado pela leitura
de marcador mo-

lecular relacionado
ao polimorfismo
genético (SNP)
caracteristico de
H. armigera.

H.a 5’ -GGGATTTGCAGTAGATAATGCAACATTAACTCGATTTTATACTTTTCA C TTTCTTTTACC-3'

H.z 5" -GGGGTTTGCAGTAGATAATGCAACATTAACTCGATTTTATACTTTTCA T TTTCTTTTACC-3'

Identificacao molecular
de Helicoverpa armigera

A correta identificacao de H. armigera é
dificil devido a sua grande similaridade mor-
folégica com Helicoverpa zea. No entanto,
existem determinadas diferencas genéticas
entre essas duas espécies que podem ser uti-
lizadas como marcadores moleculares para
uma identificacdo mais assertiva. Neste sen-
tido, polimorfismos de bases Unicas (SNPs)
presentes na regiao do DNA mitocondrial
desses insetos (Figura 2), conhecida como
citocromo b (Cyt b), foram utilizados como
marcadores eficientes para a identificacdo
correta de H. armigera. A deteccdo e leitura
destes marcadores foi realizada por meio
da técnica de biologia molecular conhecida
como reacao em cadeia da polimerase (PCR)
em tempo real.

Assim, o material genético de lagartas
e mariposas foi extraido e purificado com
auxilio de kit NuceloSpin Plant II® (Marche-
rey-Naghel), conforme instrucées do fabri-
cante, e analisado por meio da técnica de

PCR em tempo real, por meio das seguintes
condicdes: Solucao de PCR composta por
1X Quantitect Multiplex PCR® (Qiagen®);
1,6 UM de iniciador F (5'-GGGATTTGCAG-
TAGATAATGCAACA-3’); 1,6 uM de iniciador
R (5-GATCCTGTTTGGTGAAGAAATAATAAA-
TGAATTATAGTT-3'); 0,4 UM de sonda H. zea
(VIC-ATGGTAAAAGAAAGTGAAAAG-MGB);
0,4 UM de sonda H. arm (FAM-ATGGTAAAA-
GAAAATGAAAAG-MGB) e cerca de 20 ng de
DNA. Apés a preparacao da solugao foi rea-
lizada a reacao e leitura de PCR em aparelho
7500 Fast Real Time PCR System (Applied
Biosystems®) com incubacao inicial a 95°C
por 15 min, seguidos de 40 ciclos de 94°C
por 1 min e 60°C por 1 min com leitura de
fluorescéncia.

Como resultado, através da técnica des-
crita acima, foram obtidos padroes graficos
gerados pela leitura da fluorescéncia gera-
da pelo marcador molecular relacionado ao
polimorfismo genético caracteristico de H.
armigera (Figura 3), identificando os espé-
cimes analisados como pertencentes a esta
espécie.
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Figura 4. Figura esquematica de posicionamento de marcador molecular para identificagdo de tecnologias de plantas GM.
1- DNA vegetal (verde), 2- Gene de Bt (laranja), 3- Marcador molecular (vermelho) posicionado exatamente sobre o ponto

de insergao do gene de Bt no genoma vegetal.

Identificacdo molecular de cultivares Bt

Assim como na identificacdo de H. armigera, a
identificacdo de eventos, ou tecnologias, de plantas
geneticamente modificadas (GM) pode ser realizada
através de deteccao e leitura de marcadores molecu-
lares por meio da técnica de PCR em tempo real. No
entanto, neste caso o marcador esta baseado no pon-
to de insercdao do gene Bt no genoma do algodoeiro
(Figura 4). Essa estratégia de andlise é extremamente
especifica, permitindo a identificacdo de qualquer
tecnologia GM em qualquer cultivar.

Os protocolos de PCR em tempo real para detec-
¢ao de plantas GM sao de dominio publico, disponi-
bilizados em banco de dados como o fornecido pelo
European Union Reference Laboratory for GM Food
and Feed (http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/gmome-
thods/).

No caso presente, para deteccao da tecnologia Wi-
deStrike® (281-24-236 x 3006-210-23), o material ge-
nético de amostras de folhas de algodoeiro foi extrai-
do e purificado com auxilio de kit NuceloSpin Plant
[1® (Marcherey-Naghel), conforme instrucées do fa-
bricante, e analisado por meio da técnica de PCR em
tempo real, por meio das seguintes condi¢bes: Solu-
¢do de PCR composta por 1X Quantitect Multiplex
PCR® (Qiagen®); 1,6 UM de iniciador F281 (5'- CTC ATT
GCT GAT CCATGT AGATTT C-3'); 1,6 uM de iniciador
R281 (5- GGA CAATGCTGG GCTTTGTG-3);0,4 uM de
sonda WS281 (FAM- TTG GGT TAA TAA AGT CAG ATT
AGA GGG AGA CAA -TAMRA) e cerca de 20 ng de DNA.
Apbs a preparacdo da solucao foi realizada a reacao e
leitura de PCR em aparelho 7500 Fast Real Time PCR
System (Applied Biosystems®) com incubacdo inicial
a 95°C por 15 min, seguidos de 40 ciclos de 94°C por
1 min e 60°C por 1T min com leitura de fluorescéncia.

Helicoverpa armigera atacando macgas
de cultuvar de algodao WideStrike®
(Foto: Jacob Netto).
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Figura 5.

Sinal de fluores-
céncia gerado
pelo marcador
molecular quando
a tecnologia em

questao esta pre-
sente na amostra
analisada.

24 P} 2 X k73 M x ) &

O mesmo foi executado com iniciador F3006
(5’- AAATAT TAA CAA TGC ATT GAG TAT GAT
G-3'); 1,6 uM de iniciador R3006 (5'- ACT CTT
TCT TTT TCT CCA TAT TGA CC-3'); 0,4 uM de
sonda WS3006 (FAM- TAC TCA TTG CTG ATC
CAT GTA GAT TTC CCG -TAMRA).

Para cada tecnologia GM sdo utilizadas
sondas e iniciadores especificos, a exemplo
da tecnologia WideStrike® (281-24-236 x
3006-210-23), mantendo-se o restante dos
parametros mencionados acima em termos
de componentes, temperaturas e tempos de
ciclagens. Como resultado, caso determina-
datecnologia esteja presente na amostra ve-
getal analisada, ocorre a captacao e registro
do sinal de fluorescéncia gerado pelo mar-
cador (Figura 5). Por outro lado, caso a tec-
nologia analisada nao esteja presente, nao
ocorre a emissao de sinal de fluorescéncia.

Orientac¢oes para o sucesso
no controle da praga

Mato Grosso é responsavel por mais de
65% do algodao produzido no Brasil (CO-
NAB, 2018) e cerca de 85% dessa producao
é classificada como algodao de 22 safra, ou
seja, semeado apods a colheita de soja. Con-
siderando que 60% da soja cultivada em
Mato Grosso expressa a proteina CryTAc e
as variedades de algodao cultivadas apds a
soja também expressam a mesma proteina
além de outras, uma quebra de resisténcia

de H. armigera a tecnologia Widestrike pro-
porcionara infestacdes da praga em ambas
culturas.

Diante da constatacdo da presenca de
H. armigera em talhdes de algodao com ex-
pressao das proteinas (Cry1Ac + Cry1F) de
forma conjunta, recomenda-se a adogao de
medidas visando reduzir os problemas oca-
sionados por esta espécie em cultivos Bt.

Entre as medidas a serem adotadas, o
monitoramento das lavouras é de extrema
importancia, pois ele servira como base para
buscarmos ferramentas de controle mais
adequadas visando o melhor controle dessa
importante praga.

Ao atingir o nivel de controle, recomen-
da-se a utilizacao de aplicacbes com insetici-
da, de preferéncia aqueles mais seletivos aos
inimigos naturais. Além disso, é de extrema
importancia a utilizacao de inseticidas com
mecanismos de acdo distintos, evitando as-
sim o processo de selecdo de populagdes re-
sistentes a molécula inseticida.

Uma das alternativas pode ser a insercao
de produtos biolégicos a base de Bt que
possuam a forma de pré-toxinas ou toxinas
gue possuam mecanismo de acdo diferente
e que ainda possam exercer atividade contra
essa espécie. Jakka e Jurat-Fuentes (2014)
demonstraram que uma populacao de S. fru-
giperda de Porto Rico resistente a Cry1F foi
sensivel as formulacdes de produtos comer-
Ciais a base de Bt.



Tabela 2. Proporcao da area de reflgio para cada cultura.

Culturas Percentual da area nao Bt
Milho 10%
Soja 20%

Algodao 20%

Para auxiliar no monitoramento é recomendado o
uso de armadilhas, que podem ser dos tipos luminosas
(Figura 6), a base de atrativo alimentar (Figura 7) ou de
feromonio (Figura 8). A utilizacdo de armadilhas nao
deve substituir a atuacdo dos monitores, ou seja, as ar-
madilhas servem como uma ferramenta complemen-
tar com o objetivo de aumentar a capacidade opera-
cional do monitoramento. Além disso, elas podem
indicar as revoadas iniciais, podendo assim possibilitar
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L

Figura 7. Armadilha com atrativo alimentar (Noctovi).

a antecipacgao do problema.

No caso de cultivos Bt, um dos métodos mais im-
portantes para o manejo da resisténcia é a utilizacao
das areas de refugio (Tabela 2), visando possibilitar
o cruzamento de individuos ainda suscetiveis com
resistentes, pois, normalmente, os individuos prove-
nientes desse acasalamento apresentam uma razao
de resisténcia inferior ao progenitor resistente. Entre-
tanto, isso nao é uma regra.

Figura 6. Armadilha Luminosa.

Figura 8. Armadilha tipo Delta com feroménio sexual.




Importante ressaltar que nao basta que apenas
cada propriedade que cultiva plantas Bt instale suas
proprias areas de refugio, mas é também necessério
que areas de refugio sejam planejadas em parceria
com os vizinhos de propriedade. Os produtores vi-
zinhos podem estabelecer parcerias tanto para a es-
colha das plantas Bt que irao cultivar quanto para a
organizacao das areas de refugio, visando a maximi-
zacao do efeito das mesmas nas diferentes proprie-
dades estabelecidas na regiao.

Nas cultivares de algodao das tecnologias Boll-
gard 11° e TwinLink® ndo foram observadas ocorrén-
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