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RESUMO

O algodoeiro geneticamente modificado para a producdo de toxinas da bactéria Bacillus
thuringiensis (=Bt) tem como principal objetivo oferecer a planta resisténcia contra larvas de
lepidépteros. O cultivo do algodoeiro Bt no Semiéarido pode estar submetido a diferentes
condigdes edafoclimaticas, principalmente, ao estresse hidrico. Assim, este estudo investigou a
producdo da toxina CrylAc em algodoeiro Bt variedades Acala 90B e NuOpal com plantas
submetidas ou ndo ao estresse hidrico e a preferéncia para oviposicao e alimentagdo de Alabama
Argillacea (Hubner) confinadas sobre essas plantas. Plantas de algoddo foram cultivadas em
microparcelas em casa telada e submetidas ao controle de irrigacdo para a obtencdo de plantas
com estresse hidrico. A producdo de CrylAc foi maior em folhas de plantas Bt de ambas as
variedades submetidas ao estresse hidrico, e similar nas demais partes como bracteas, pétalas e
casca de macds. Mariposas de A. argillacea ndo apresentaram preferéncia para ovipositar entre
plantas de algoddo Bt e ndo-Bt. Da mesma forma, as larvas com trés ou 10 dias de idade né&o
apresentaram preferéncia para alimentar em folhas de variedades ndo-Bt comparadas a Bt, em
testes com chance de escolha. Por outro lado, mariposas de A. argillacea preferiram ovipositar em
plantas sem estresse hidrico e larvas ndo completaram o desenvolvimento em plantas ndo-Bt sob
estresse hidrico de ambas as variedades. Estes resultados mostram que tanto mariposas quanto as
larvas de A. argillacea ndo foram capazes de reconhecer plantas de algodao Bt para ovipositar e
alimentar, respectivamente. Também, que plantas de algodoeiro submetidas ao estresse hidrico
apresentam diferencas quanto a quantidade da toxina CrylAc nas folhas, interferiram com a

preferéncia de oviposigcdo de A. argillacea, bem como com o seu desenvolvimento larval.

PALAVRAS-CHAVE: Insecta, comportamento, resisténcia de plantas, toxina Cry.



ABSTRACT

The genetically modified cotton to produce toxins from the bacterium Bacillus thuringiensis
(Bt) has the objective of offering plant resistance against lepidopteran larvae. The cotton crop
cultivated in the Semiarid region can be subjected to the condition of water stress. Thus, this work
investigated the expression of the CrylAc toxin in two varieties of Bt-cotton Acala 90B and
NuOpal cultivated under the conditions of irrigated and water stress. In addition, the oviposition
and feeding preference of adults and larvae of the cotton leafworm, Alabama Argillacea (Hibner),
caged on these plants were studied. Cotton plants were cultivated under controlled conditions of
irrigation to obtain water stress treatment in microparcels inside an open-sided greenhouse.
Higher levels of CrylAc expression was found on top leaves of Bt-cotton for both varieties under
water stress condition, and similar levels between plants with and without water stress in the other
plant parts such as bracts, flower petals, and boll. Adults of A. argillacea did not exhibited
preference for oviposition between Bt and non-Bt cotton plants. Likewise, 3- and 10-d-old A.
argillacea larvae did not show food preference under a choice test comparing leaves of non-Bt
and Bt-cotton plants. Otherwise, adults of A. argillacea showed lower oviposition on plants under
water stress, and their larvae did not complete development fed non-Bt varieties cultivated under
water stress condition. These results indicated that adults and larvae of A. argillacae do not
recognize Bt-cotton plants to lay eggs and to feed, respectively. Further, cotton plants under water
stress showed greater CrylAc toxin concentration on top leaves, interfered with the oviposition of
A. argillacea irrespective of plant genotypes Bt and non-Bt, and with the larval development on

non-Bt plants.

KEY WORDS: Insecta, behavior, host plant resistance, Cry toxin.
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1 INTRODUCAO

O algodoeiro geneticamente modificado para a producdo de toxinas da bactéria Bacillus
thuringiensis (Algodédo Bt) tem como principal objetivo a resisténcia contra larvas desfolhadoras.
Devido a amplitude das areas cultivadas com algoddo no mundo, o algoddo Bt tornou-se um
produto global, sendo atualmente cultivado em nove paises. Os grandes produtores de algodao Bt
sdo Estados Unidos, China, Australia, india, México, Argentina, Africa do Sul, Colémbia e
Brasil. Embora, com a maior area cultivada nesses paises, mais de seis milhdes de produtores de
algoddo Bt estdo nos paises subdesenvolvidos, sendo que a grande maioria destes como é o caso
da China, india e Africa do Sul, possuem poucos recursos relacionados a agricultura (James,
2006).

O algodoeiro é amplamente cultivado pelo fato de sua fibra ser a mais importante dentre as
fibras téxteis, além de ser uma cultura absorvedora de mdo-de-obra (Beltrdo, 1997). Entre as
culturas anuais tradicionalmente cultivadas, o algodoeiro apresenta baixo requerimento hidrico.
Em média, a quantidade de &gua necessaria para atender as necessidades hidricas do algodoeiro €
de 530 a 700 mm bem distribuidos, dependendo do clima e da duracdo do periodo total de
crescimento (Pereira et al., 1997). O que o torna uma opg¢éo interessante para cultivo nas regides
onde a precipitacdo é irregular como no Semiérido da regido Nordeste do Brasil (Doorenbos &
Kassam, 1994).

A maior parte do algoddo brasileiro é cultivado durante o verdo chuvoso nos cerrados do
Centro-Oeste, Oeste da Bahia e Sul do Maranhdo e Piaui (Fontes et al., 2006). Apesar desta
distribuicdo geogréfica, estima-se que no Semiarido do Nordeste foram plantados 51.800 ha na

safra 2008/2009 (CONAB, 2009).



O plantio feito na regido Nordeste tem sido feito por pequenos produtores com areas entre
0,5 a 4 ha (Fontes et al., 2006). Sistema de cultivo com pouca tecnologia, mao-de-obra familiar, e
o0 controle de pragas dependendo do valor do produto comercializado (Richetti et al., 2004).

Além das perdas ocasionadas a producédo do algodoeiro, o ataque de pragas traz o agravante
do uso inadequado de inseticidas por pequenos produtores, pois a maioria nao realiza as devidas
precaucdes. Em especial, pelo desconhecimento da forma correta de aplicacdo, o que intensifica
as intoxicacOes e contaminacdo ambiental. Desta forma, préticas que reduzam a incidéncia de
pragas e, consequentemente, as perdas e uso de inseticidas sdo bem vistas para a utilizagdo em um
programa de Manejo Integrado de Pragas.

A utilizacdo de variedades de algoddao Bt tem como uma de suas grandes vantagens,
apresentar-se como um método de controle que é fornecido ao produtor diretamente na semente.
Desta forma, néo exige tecnologias adicionais para a eficiéncia da aplicagéo, tornando-se uma
tecnologia chave no manejo de pragas tanto para produtores empresariais como para pequenos
produtores com baixa disponibilidade de tecnologias para o controle de pragas. A facilidade de
adocdo tem sido uma das grandes vantagens para a utilizagdo em cultivo familiar do algodoeiro na
Africa do Sul (Bennett et al., 2006a), México (Traxler & Godoy-Avila, 2004), China (Pray et al.,
2002), e india (Bennett et al., 2006b).

As toxinas Cry (= cristal toxico), oriundas do Bt e expressadas nas plantas geneticamente
modificadas, sdo altamente especificas contra seus insetos-alvo, sendo indcuas a humanos,
vertebrados e plantas, além de serem completamente biodegradaveis. Em razdo desses fatos, as
toxinas Cry sdo consideradas uma alternativa segura no controle de insetos-praga de importancia
agricola, bem como de importantes vetores de doengas do homem (Bravo et al., 2005).

A eficacia de controle de lepidopteros do algodoeiro € um dos principais motivos que
impulsionam o plantio de variedades de algoddo Bt no mundo. O algodoeiro possui um complexo

de lepidopteros-praga que ocorrem provocando desfolha as plantas ou destruindo as partes



reprodutivas como os botbes florais e macds. Dentre esses, 0 algoddo Bt possui eficacia no
controle do curuqueré (Alabama argillacea), lagartas das magés (Heliothis virescens e
Helicoverpa zea) e a lagarta rosada (Pectinophora gossypiella), espécies consideradas pragas-
chave da cultura no Brasil (Degrande, 1998).

Portanto, os impactos diretos na reducdo das perdas na producdo e, indiretamente, na
redugdo do uso de inseticidas e contaminacdo ambiental s&o citados como beneficios do plantio de
variedades de algoddo Bt em virtude da grande dificuldade do manejo de pragas nesta cultura
(Qaim & Zilberman, 2003; Brookes & Barfoot, 2008). Varios estudos tém demonstrado
significativos beneficios econdmicos, ambientais e sociais em virtude do plantio do algoddo Bt
(James, 2006; Bennett et al., 2006a; 2006b; Pray et al., 2002; Purcell et al., 2004).

As vantagens de produtividade tém sido observadas em um grande nimero de estudos,
variando de 5 a 10% na China, mais de 10% nos Estados Unidos, e mais de 20% em quatro outros
paises (James, 2006). De acordo com Qaim & Zilberman (2003), em ensaios de campo na india, o
rendimento médio do algoddo Bt foi 80% maior do que o ndo-Bt, embora outros resultados da
india sejam menos expressivos (James, 2006).

O curuqueré-do-algodoeiro Alabama argillacea (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), é uma
praga importante para o algodoeiro, com popula¢des que frequentemente atingem o status de
praga-chave, sendo que o nivel de controle é de duas larvas de tamanho médio por planta (Busoli,
1991; Miranda & Ferreira, 2005). Por ser um lepidoptero nativo das Américas, A. argillacea
ocorre em todas as regides produtoras de algodao no Brasil (Almeida & Silva, 1999).

Ramalho (1994) estima que essa praga pode reduzir em até 67% a produgdo da cultura,
enquanto que Gallo et al. (2002) afirmam que uma larva pode consumir, em média, 66 cm? de
folhas de algodoeiro, causando até 30% de prejuizos quando ndo controlada. Na regido Nordeste,

o curuqueré é referido como praga-chave, surgindo logo apds a emergéncia das plantas,



provocando queda acentuada na producdo devido a elevada desfolha das mesmas (Cavalcante &
Cavalcante, 1981).

O plantio de variedades de algoddo Bt é realizado no Brasil desde 2006, a partir de sua
liberagdo em 2005. Atualmente, trés variedades de algoddo Bt s&o plantadas comercialmente no
Brasil: Acala 90B, DP 604B e NuOpal. O plantio dessas variedades é permitido em até 80% da
area, respeitando 0s 20% remanescentes da area como areas de refagio cultivado com algodoeiro
ndo-Bt, conforme estipulado pelas normas do Parecer Técnico Prévio Conclusivo N° 513/2005 da
CTNBio 2005 (Ministério da Ciéncia e Tecnologia, 2008).

A boa adaptacao do algodoeiro, com o auxilio do melhoramento de plantas, tem favorecido
0 seu cultivo em variadas condi¢fes de clima e, consequentemente, submetendo a planta a
variagOes diversas. Em se tratando da regido Nordeste do Brasil, a temperatura e o fotoperiodo séo
favoraveis ao seu cultivo, porém a irregularidade na precipitacdo pode comprometer seriamente a
sua produtividade.

O bom equilibrio da umidade do solo € essencial para a fisiologia da planta, em especial,
para a absor¢do dos nutrientes e desenvolvimento da mesma. Plantas, quando submetidas ao
estresse hidrico, tém reduzida area foliar, e em alguns casos, severa abscisao foliar, limitando a
fotossintese e alterando assim a producdo e disponibilizacdo de fotoassimilados para a planta
(Taiz & Zeiger 2004).

Apesar da rusticidade, o algodoeiro é considerado como sendo uma planta sensivel as
variagcOes do contetido de 4gua do solo durante a fase de floragdo (Hearn, 1975; Rao et al., 1978).
O manejo hidrico inadequado da cultura pode comprometer a qualidade da fibra (Hanson &
Knisel, 1964; Jackson & Tilt, 1968; Marani & Amirav, 1971), além de proporcionar alteracdes
significativas na fenologia e na producéo (Oliveira, 1979, Karida & Marinato, 1982)

A primeira resposta do algoddo ao estresse hidrico é o aumento do seu sistema radicular

em busca de agua no subsolo, o que Ihe confere um maior gasto de energia e de metabolitos para a



construgdo deste sistema radicular, comprometendo o seu metabolismo (Freire, 2007). Como
resultado, as plantas jovens de algoddo sofrem abscisdo das folhas em resposta ao estresse hidrico
(Taiz & Zeiger, 2004), o que por sua vez poderia também comprometer a producdo da toxina Cry
pela planta. Estudos tém mostrado que fatores ambientais tais como a umidade do solo e a
fertilidade, podem influenciar na expressdo génica da toxina Cry em plantas Bt (Sachs et al, 1998,
Adamczyk Jr & Sumerford, 2001).

Dessa forma, esse trabalho avaliou o efeito do estresse hidrico na produgdo da toxina

CrylAc e sua relagdo com o comportamento de A. argillacea em algodoeiro Bt.
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RESUMO - Este estudo investigou a producdo da toxina CrylAc em algodoeiro Bt (=Bacillus
thuringiensis) variedades Acala 90B e NuOpal com plantas submetidas ou ndo ao estresse hidrico
e a preferéncia para oviposicdo e alimentacdo de Alabama Argillacea (Hibner) confinadas sobre
essas plantas. Plantas de algodao foram cultivadas em microparcelas em casa telada com controle
de irrigacdo para a obtencdo de plantas submetidas ou ndo ao estresse hidrico. A producdo de
CrylAc foi maior em folhas de plantas de ambas as variedades Bt submetidas ao estresse hidrico,
e similar nas demais partes como nas bracteas, pétalas e casca de macds. Mariposas de A.
argillacea ndo apresentaram preferéncia para ovipositar entre plantas de algodao Bt e ndo-Bt. Da
mesma forma larvas, com trés ou 10 dias de idade, ndo apresentaram preferéncia para alimentar
em folhas de variedades ndo-Bt comparadas a Bt, em testes com chance de escolha. Por outro
lado, mariposas de A. argillacea preferiram ovipositar em plantas sem estresse hidrico e larvas
ndo completaram o desenvolvimento em plantas ndo-Bt sob estresse hidrico de ambas as
variedades. Estes resultados mostram que tanto mariposas quanto as larvas de A. argillacea ndo
foram capazes de reconhecer plantas de algoddo Bt para ovipositar e alimentar, respectivamente.
Também, que plantas de algodoeiro submetidas ao estresse hidrico apresentam diferencas quanto
a concentracdo da toxina CrylAc nas folhas, interferiram com a preferéncia de oviposicao de A.

argillacea, bem como com o seu desenvolvimento larval.

PALAVRAS CHAVE: Insecta, biologia, comportamento de oviposi¢cdo, comportamento de

alimentacéo, algoddo transgénico.
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ABSTRACT - This work investigated the CrylAc toxin production in two varieties of Bt-cotton
(Bt = Bacillus thuringiensis) Acala 90B and NuOpal submitted or not to water stress. In addition,
the oviposition and feeding preference of adults and larvae of the cotton leafworm, Alabama
Argillacea (Hubner), caged on these plants was studied. Cotton plants were cultivated with
controlled conditions of irrigation to obtain plants under water stress treatment in microparcels
inside an open-sided greenhouse. Higher levels of CrylAc production were found on top leaves of
plants under water stress condition for both Bt-cotton varieties, and similar levels in the other
plant parts such as flower bracts, petals and boll skin. Adults of A. argillacea did not exhibit
preference for oviposition between Bt and non-Bt cotton plants. Likewise, 3- and 10-d-old A.
argillacea larvae did not show food preference under a choice test comparing leaves of non-Bt
and Bt-cotton plants. Otherwise, adults of A. argillacea showed lower oviposition on plants under
water stress, and their larvae did not complete development fed cotton plants under water stress
for both non-Bt varieties. These results indicated that adults and larvae of A. argillacae do not
recognize Bt-cotton plants to lay eggs and to feed, respectively. Further, cotton plants under water
stress showed greater CrylAc toxin concentration in top leaves, interfered with the oviposition of
A. argillacea irrespective of plant genotypes Bt and non-Bt, and with the larval development on

non-Bt plants.

KEY WORDS: Insecta, biology, oviposition behavior, feeding behavior, transgenic cotton.
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3 INTRODUCAO

O algodoeiro é amplamente cultivado pelo fato de sua fibra ser a mais importante dentre as
fibras téxteis além de ser uma cultura absorvedora de mao-de-obra (Beltrdo, 1997). Além disso,
entre as culturas anuais tradicionalmente cultivadas apresenta-se como uma que possui baixo
requerimento hidrico (Doorenbos & Kassam, 1994), o que a torna uma opg¢do para cultivo nas
regides onde a precipitacdo é irregular na auséncia da irrigacdo como ocorre no Semiarido.

Em média, a quantidade de agua estimada para atender as necessidades hidricas do
algodoeiro € de 700 a 1300 mm, dependendo do clima e da duracdo do ciclo da variedade que
pode ser de 120 a 150 dias (Embrapa Algod&o, 2003). Entretanto, 550 mm de chuvas bem
distribuidas ao longo da germinacdo, crescimento vegetativo e reprodutivo sdo suficientes para a
maioria das variedades selecionadas para o cultivo no Semiarido expressar a sua capacidade de
producéo (Pereira et al., 2007).

O plantio do algoddo no Semiarido é feito basicamente por pequenos produtores com areas
entre 0,5 a 4ha (Fontes et al., 2006). Este sistema de cultivo adota pouca tecnologia, méo-de-obra
familiar, e o controle de pragas junto ao valor do produto comercializado sdo o0s principais
empecilhos para a expansao da cultura nesta regido (Richetti et al., 2004).

O algodoeiro é hospedeiro de um complexo de lepiddpteros que ocasionam desfolha as
plantas ou destroem partes reprodutivas como os botdes florais e magés. Dentre esses, 0 algodéo
Bt possui eficacia no controle do curuqueré (Alabama argillacea), lagartas das macés (Heliothis
virescens e Helicoverpa zea) e a lagarta rosada (Pectinophora gossypiella), espécies essas
consideradas pragas-chave da cultura no Brasil (Ramalho, 1994; Degrande, 1998). E, dessas

espécies, o curuqueré pode ocorrer desde a fase inicial & maturagdo da lavoura e em todas as
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regides onde se tem cultivado o algodoeiro no Brasil (Quirino & Soares, 2001; Soares & Silva,
2003) e, freqlientemente, atinge o nivel de controle (Domiciano & Santos, 1994).

O curuqueré é uma praga considerada mondfaga e, portanto, sendo exposta continuamente a
toxina produzida pela planta de algoddo durante toda a safra. A monofagia em lepiddpteros os
condicionam a terem capacidade de localizar e selecionar o alimento empregando pistas visuais,
quimicas e gustatorias (Papaj & Rausher, 1983; Renwick & Chew, 1994; Ramaswarmy, 1988). A
escolha para a oviposicdo determina o sucesso da progénie visto que a fase jovem fica
parcialmente restrita ao hospedeiro escolhido para a oviposi¢do (Renwick & Chew, 1994; Zalucki
et al., 2002).

A movimentacdo das larvas na planta de algoddo pode ocorrer, porém torna-se restrita ao
dossel da mesma planta ou plantas ao seu entorno (Gore et al., 2002). Lepidopteros monéfagos
como o curuqueré, ou com preferéncia hospedeira, deverdo ser capazes de detectar pequenas
mudancas na qualidade da planta seja por volateis emitidos ou estrutura fisica do substrato onde é
feito a oviposicdo para aumentar o sucesso da fase jovem. Desta forma, um possivel
reconhecimento da planta Bt pela mariposa do curuqueré para oviposicdo influenciard todo o
processo de selecéo de populacGes da praga para a resisténcia (Jongsma et al., 2010) e, se existir,
terd papel fundamental no manejo da praga empregando o algodao Bt.

O plantio de variedades de algoddo geneticamente modificadas para a produgdo de toxinas
Cry de Bacillus thuringiensis (Bt), conhecidos nas Américas como algoddo Bollgard®, oferece a
planta de algoddo resisténcia aos principais lepidopteros-praga e vem sendo cultivado
comercialmente em nove paises, incluindo o Brasil desde 2006 (MCT, 2008). Atualmente, as
variedades de algodao Bt plantadas comercialmente no Brasil sdo Acala 90B, NuOpal e DP 604B,

todas produzem constitutivamente a toxina CrylAc do Bt.

A utilizacdo de variedades de algoddo Bt tem a vantagem, entre outras, de ser facilmente

adotadas por produtores de qualquer nivel tecnoldgico, pois € um método de controle que €
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fornecido ao produtor diretamente na semente. Desta forma ndo exigindo tecnologias adicionais
para a eficiéncia da aplicacdo da técnica tornando-se uma tecnologia chave no manejo de pragas
tanto para produtores empresariais como para pequenos produtores com baixa disponibilidade de
tecnologias para o controle de pragas como ocorre no Semiarido. A facilidade de adogéo tem sido
uma das grandes vantagens para a utilizacido em cultivo familiar do algodoeiro na Africa do Sul
(Bennett et al., 2006a), México (Traxler & Godoy-avila, 2004), China (Pray et al., 2002), e India
(Bennett et al. 2006b).

Estudos tém mostrado que fatores ambientais, tais como o local de cultivo definido pela
fertilidade e umidade do solo pode influenciar na producdo da toxina Cry na planta entre outras
variaveis da planta e do ambiente (Sachs et al., 1998; Adamczyk Jr & Sumerford, 2001; Torres et
al., 2009).

O longo ciclo vegetativo e reprodutivo do algodoeiro expfe as plantas as condigdes
adversas de irregularidade da precipitacdo no Semidrido, bem como nas demais regides devido
aos fendmenos climaticos recentemente observados como 0s veranicos que sdo periodos de 15 a
30 dias de estiagens em pleno verdo quente e chuvoso. De acordo com Adamczyk Jr & Sumerford
(2001) e Torres et al. (2006), a producdo da toxina foi varidvel ao longo do desenvolvimento da
planta de algodao e influenciada pelas condigcbes do ambiente, o que poderia comprometer a
eficacia da tecnologia.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta da planta de algodao Bt sob estresse
hidrico quanto a producdo da toxina CrylAc, a biologia e comportamento de alimentacdo e

oviposicdo de A. argillacea em algodoeiro Bt, também, submetidos a condigdo de estresse hidrico.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado na Area de Fitossanidade do Departamento de Agronomia

da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), incluindo microparcelas em telados e no
Laboratdrio de Ecologia de Insetos e Controle Bioldgico, da mesma instituicéo.
4.1 Criagdo do curuqueré-do-algodoeiro, Alabama argillacea. A criagdo do curuqueré foi
estabelecida a partir de pupas coletadas em plantio de algoddo CNPA 8H no municipio de
Surubim, Estado de Pernambuco, em fevereiro de 2009, e encontrava-se entre a quarta e quinta
geragdes em laboratério no momento do experimento.

As mariposas utilizadas nos testes foram obtidas desta criagdo mantida em laboratério e
alimentada com folhas de algodéo da variedade BRS Rubi durante a fase larval, e solucdo de mel
a 10% durante a fase adulta. A metodologia de criagdo adotada é aquela padrdo utilizada no
laboratdrio, de Ecologia de Insetos e Controle Bioldgico da UFRPE, conforme a Figura 1 .

As gaiolas de criacdo eram forradas internamente com folha de papel continuo como
substrato para oviposicdo. A parte superior da gaiola foi fechada com tecido organza preso na
borda da gaiola com liga de borracha. A gaiola era apoiada sobre prato plastico de 12 cm de
diametro, forrado com papel toalha. Os adultos foram alimentados com solucdo de mel a 10%, em
algodao embebido e colocado em tampas de garrafa PET no interior das gaiolas. Diariamente, as

gaiolas foram avaliadas para a coleta de posturas.

15



Figura 1. (A): Gaiola de criacdo de larvas e, (B): pupas de A. argillacea. (Foto: J.B. Torres).

4.2 Producéo da toxina CrylAc em planta de algodoeiro Bt em fungéo do estresse hidrico. A
producdo da toxina CrylAc foi medida comparando plantas submetidas ou ndo ao estresse hidrico
controlado. As plantas foram cultivadas em dois telados contendo seis microparcelas cada. As
microparcelas sdo constituidas de anéis de cimento de 1,0 x 0,5m (didmetro e altura), preenchidos
com solo fertilizado de acordo com as exigéncias do algodoeiro (Figura 2).

Em cada microparcela, foram cultivadas quatro plantas de algodéo igualmente espacgadas,
onde, foram instalados tensibmetros de pulsdo analdégicos (SondaTerra Equipamentos
Agrondmicos, SP) (Figura 2), para monitorar a umidade do solo mediante medigdo da pressdo. A
umidade favoravel para o desenvolvimento das plantas, foi correspondente a pressdo média de 0,2
a 0,4 psi e o estresse hidrico determinado correspondente a pressdo média de 0,6 a 0,8 psi. As
medicBes eram feitas regularmente no mesmo horério pela manha e, quando necessario, agua foi

adicionada as microparcelas para obtengdo de umidade adequada do solo.
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Figura 2. Exemplo de uma microparcela de algoddo sob-estresse
hidrico em casa telada e tensibmetro ao centro para monitoramento
da umidade do solo. Recife, PE (Foto: M.S. Lima).

Quatro variedades de algoddo foram estudadas, sendo duas transgénicas (Bt) e duas
isolinhas ndo-transgénicas (ndo-Bt). Assim, as variedades Bt Acala 90B e NuOpal e as ndo-Bt
Acala 90 e DeltaOpal, foram cultivadas para os experimentos. Uma planta de cada variedade foi
plantada por microparcela, totalizando quatro plantas por microparcela. Um total de doze
microparcelas foram instaladas, sendo seis microparcelas/repeticbes submetidas ao estresse e seis
sem estresse hidrico. As plantas foram cultivadas até o inicio da floracdo sob condicdes ideais de
umidade de solo (i.e, 0,2 a 0,4 psi). A partir desta fase, as microparcelas foram sorteadas ao acaso
para a submissdo das plantas as condi¢Ges de estresse hidrico ou ndo. A partir desta data, a
irrigacdo das microparcelas sob estresse hidrico foi controlada através da pressao de 0,8 psi.

A primeira amostra de folhas para a medicdo da producéo da toxina CrylAc foi coletada no
mesmo dia da submissdo das plantas ao estresse hidrico (02/12/2009), posteriormente, a coleta de
material em partes reprodutivas das plantas (pétalas, bracteas de botdes florais e casca de macas

macias).
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A quantificacdo da producdo da toxina CrylAc foi realizada aos 14 dias apos as plantas
estarem sob estresse hidrico. Também, quatro coletas sucessivas (16, 26, 32 e 47 dias) foram
realizadas de folhas expandidas do topo das plantas, formadas apds as plantas estarem submetidas
ou ndo ao estresse hidrico. As amostras foram coletadas do limbo foliar da folha expandida mais
alta do topo das plantas empregando tubos Eppendorf de 2,0 mL. A folha foi dobrada ao longo da
nervura principal e com a tampa do tubo cortando um disco foliar do didmetro do tubo, o qual ja
ficava depositado em seu interior.

Em seguida, as amostras foram congeladas a -20°C até o momento da extracdo e
quantificacdo da toxina. A extracdo foi feita em trés amostras por tratamento, empregando
solucdo extratora de proteinas PBST, e a quantificacdo da proteina CrylAc foi realizada
empregando Kits ELISA adquiridos da Agdia Incorporated (Agdia® Inc., Elkhart, IN) seguindo a
metodologia descrita em Torres & Ruberson (2008).

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade de variancia
pelo Proc Univariate do SAS (SAS Institute, 2001) e transformados, se necessario. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) em esquema fatorial 2x2 (dois tratamentos —
com estresse e sem estresse - e duas variedades) e interpretados pelo teste de Fisher da ANOVA
entre médias de tratamentos e variedades.

4.3 Teste de livre escolha para oviposi¢cdo. Mariposas do curuquré-do-algodoeiro no inicio da
oviposicdo foram utilizadas neste estudo. As mariposas foram liberadas nas casas teladas
contendo plantas de algodoeiro cultivadas nas microparcelas, de acordo com a descricdo acima,
aos 20 dias apds as plantas estarem submetidas as condicGes de estresse hidrico ou ndo. Dez
mariposas foram liberadas no inicio da escotofase por casa telada contendo seis microparcelas,
sendo trés sob estresse e trés sem estresse (falsas repeticGes). Assim, um total de 24 plantas de
algodoeiro Bt ou ndo-Bt sob estresse hidrico ou ndo, foram expostas & oviposi¢do das mariposas

por casa telada, sendo adotado duas repeticdes (casa telada).

18



Apos 72h da liberacdo das mariposas, as plantas foram vistoriadas para a quantificacdo do
nimero de ovos por planta. Nesta ocasido, as mariposas sobreviventes foram coletadas e
descartadas.

A colonizagdo das plantas pelo curuqueré foi avaliada também no 8° e 13° dias apds a
liberacdo das mariposas, quantificando-se o nimero de larvas em cada planta. No 8° dia, foi
verificado se larvas nos ultimos instares do curuqueré podem migrar entre plantas ndo-Bt para
plantas Bt e sobreviverem nestas (seja nas folhas ou estruturas reprodutivas). No 13° dia, as
plantas foram vistoriadas para a determinacao da pupacéo e, consequentemente, da duragdo média
das fases de ovo e larva em cada tratamento. As pupas coletadas foram entdo sexadas e pesadas,
com 48h de idade. O nimero, 0 peso e a duracao do periodo de pupa foram determinados em cada
tratamento, visando quantificar os possiveis efeitos do estresse hidrico da planta no desempenho
das larvas.

O numero de ovos encontrados por planta foi submetido a analise de frequéncia para o
teste de igualdade de escolha para oviposicdo entre as quatro plantas cultivadas por parcela,
através do PROC FREQ do SAS (SAS Institute 2001), e interpretado pelo teste de qui-quadrado.
4.4 Teste de livre escolha para alimentacdo. Para o estudo de preferéncia de alimentacéo de
larvas entre plantas Bt e ndo-Bt, foram empregadas larvas de A. argillacea com 3 e 10 dias de
idade, provenientes da criacdo de laboratorio, criadas em folhas da variedade BRS Rubi, para
minimizar efeitos de condicionamento pré-imaginal dos insetos.

O experimento de escolha para alimentacdo foi instalado empregando discos de folhas de 5
cm de didmetro, coletados empregando um vasador circular do mesmo diametro da parte mediana
do limbo foliar de folhas expandidas do topo da planta. Os discos foram oriundos de folhas de
planta das variedades Acala 90B (Bt) e Acala 90 (isolina ndo-Bt), NuOpal (Bt) e (isolinha néo-

Bt) DeltaOpal. As folhas foram colhidas e levadas ao laboratério, onde foram previamente
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lavadas em agua corrente e deixadas para secar o excesso de 4gua, mas com o peciolo imerso em
frasco com &gua, para manter a turgéncia.

O teste foi realizado empregando-se arenas circulares tampadas com vidro transparente.
As arenas possuem 40 cm de didmetro e 6 cm de altura, contendo 10 compartimentos de escolha
(Figura 3). Em cada compartimento, foi depositado um disco de folha, sendo entdo empregados
dois discos de folhas de cada variedade por arena, totalizando 16 discos de folhas (2 discos x 4
variedades). Os discos de folhas foram dispostos ao acaso em oito compartimentos, sendo dois
compartimentos deixados sem alimento para a escolha.

No momento da deposi¢do dos discos foliares nos compartimentos da arena, foi construido
um mapa correspondente as variedades, para possibilitar a avaliagdo do nimero de larvas
realizando a escolha para a alimentacdo nos intervalos de 2, 4 e 24 h ap6s a liberagdo. Em
seguida, na parte central da arena foram liberadas 10 larvas do curuqueré, as quais foram
monitoradas quanto a escolha. Previamente, foi realizado um teste empregando apenas discos de
folhas Bt ou ndo-Bt para averiguar possiveis tendéncias de escolha, o que ndo ocorreu. A

disposicao dos discos foliares nos oito compartimentos de escolha das arenas foi feita com sorteio.

Figura 3. Arenas para teste de livre escolha para alimentacgdo (Foto: M.S. Lima).
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Um total de 20 arenas (= repeti¢des) foi instalado para as observacdes de escolha, sendo que no
tratamento empregando larvas com trés dias de idade, uma das repeticOes foi perdida devido a
perda de larvas para a avaliagcdo de 24h.

O numero de larvas presentes em cada disco de folha/variedade foi anotado e,

posteriormente, transformado em porcentagem de escolha. Em seguida, este resultado foi
submetido ao PROC FREQ do SAS (SAS Institute, 2001) para testar a hipétese de igualdade de
escolha de 25% entre as variedades (100% entre as quatro variedades) e interpretado pelo teste de
qui-quadrado ao nivel de 5% de significancia.
4.5 Biologia de A. argillacea em plantas de algoddo submetidas ou ndo ao estresse hidrico.
Neste experimento, foi monitorado o desenvolvimento de A. argillacea em plantas de algodéo,
submetidas ou ndo ao estresse hidrico e cultivadas em microparcelas em casa telada, como
descrito anteriormente para o experimento de preferéncia de oviposigéo.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com dois
tratamentos, planta submetida estresse hidrico (0,6 — 0,8 psi) ou ndo submetida a estresse hidrico
(0.2 -0,3 psi) e 10 repetigdes cada, com cinco larvas por repeticéo.

O experimento foi iniciado com o confinamento de larvas neonatas (menos de 12 horas de
idade) provenientes da criagdo mantida em laboratorio nas folhas de algoddo BRS Rubi. O
confinamento das larvas sobre as folhas de algodd das variedades Acala 90 e DeltaOpal
submetidas ou ndo ao estresse hidrico foi feito empregando gaiolas confeccionadas de tecido
organza e presas as plantas confinando 3 folhas por gaiola (Figura 4).

As avaliagdes foram feitas para a obtencdo da duracdo do desenvolvimento larval, medido
desde o dia do confinamento até a formacéo de pupas, e 0 peso de pupas com 48h de idade. As
pupas coletadas foram sexadas, individualizadas e mantidas em laboratério em condicGes

controladas até a emergéncia de adultos. No dia da emergéncia foram formados casais, que foram
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criados em gaiolas de PVC de 10 cm de didmetro e 15 cm de altura, seguindo os demais

procedimentos da metodologia de manutencdo da criagdo de laboratorio.

Figura 4. Gaiolas para biologia de A. argillacea em algodéo. (Foto: M S Lima).

A reproducdo e a longevidade dos individuos oriundos das respectivas plantas, submetidas
ou ndo ao estresse hidrico, foram determinadas em laboratorio. As condi¢fes de temperatura e
umidade relativa do ar na casa telada foram monitoradas em intervalos de 30 minutos (Hobo™,
Datalogger), os quais foram de + 26,6 °C e 62%., respectivamente. Em laboratério, os adultos
foram mantidos em B.O.D. sob condicdes controladas de 25 + 2 °C e 12h de fotoperiodo.

Os resultados de duracdo do desenvolvimento, de viabilidade larval, e peso de pupas
oriundas de larvas confinadas nas plantas na casa telada, bem como as caracteristicas da fase
adulta, periodo de pré-oviposicdo, longevidade, nimero de ovos produzidos e viabilidade de ovos,
foram submetidos a teste de normalidade e homogeneidade de variancia, e submetidos ao teste t

para comparacdo de médias entre tratamentos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producéo da toxina CrylAc em algodoeiro Bt em funcéo do estresse hidrico. A produgéo
de CrylAc em folhas expandidas do topo das plantas de algodao Bt foi variavel em fungdo das
variedades estudadas (F1, o2 = 74,07; P < 0,0001), bem como da condicdo de estresse hidrico (F,
92 = 179,73; P < 0,0001), ao qual foram submetidas (Figura 5). Por outro lado, a resposta das
plantas foi similar em ambas as condi¢des ndo havendo interacdo entre as variedades e as
condigdes com e sem estresse hidrico (P = 0,7461).

Em relacéo as partes reprodutivas das plantas testadas, uma maior producéo de toxina foi
encontrada nas pétalas, seguido pelas bracteas e casca das magds macias (Tabela 1). Na verdade,
ndo foi possivel detectar a toxina CrylAc na casca de macas de Acala 90B submetidas ao estresse
hidrico. A producdo de CrylAc foi superior nas brécteas de botbes florais das plantas de Acala
90B, bem como em folhas comparado a variedade NuOpal (Figura 5).

Entre as condi¢cGes com e sem estresse hidrico, foi detectada maior producdo da toxina (ng
de CrylAc g™ de peso fresco) em folhas de plantas com estresse hidrico para ambas as variedades
(Figura 5). A maior producdo da toxina CrylAc nas folhas em relacdo as demais partes das
plantas corrobora com o esperado, pois a producdo da toxina é predominantemente expressada
em tecidos verdes da planta e de forma constitutiva (Purcell et al., 2004).

A produgdo de CrylAc pode ser influenciada pela fisiologia da planta, a qual esta
diretamente relacionada com a disponibilidade de &gua no solo e, portanto, submissa a condicado
de estresse hidrico em que as plantas foram submetidas. Esperava-se que a condi¢do de estresse,
entdo, resultasse em menor sintese da toxina, resultado contréario do que foi encontrado. Isto, no

entanto, pode estar relacionado ao fator unidade de analise.
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Tabela 1. Producdo de CrylAc (ng de CrylAc g* material fresco) em bracteas de botdo floral,
pétalas e casca de macd macia de algoddo Bt Acala 90B e NuOpal aos 14 dias apds as plantas
serem submetidas ou ndo ao estresse hidrico

Variedades

Condicao® Partes da planta NuOpal Acala 90B

Bractea 9,0+550a 29,0 £1,52 a*
Sem estresse Pétala 48,0+ 1,00 a 473+ 1544

Casca da maca 10,8 £ 8,60 a 51+351a

"""""""""""""""""""" Bratea  180%000a  363:066a*

Com estresse Pétala 35,6 £2,02 a 46,0 + 2,88 a

Casca da maca 58+1,14 ND?

'Médias (+ EP) seguidas de mesma letra na coluna nio diferem pelo teste de Fisher da ANOVA (P >
0,05) comparando as respectivas estruturas entre condigdes sem estresse e com estresse para a
mesma variedade. Médias (x EP) diferem na linha, entre variedades, pelo teste de Fisher da
ANOVA (P < 0,05) na mesma condicdo. ND? = CrylAc néo detectada ao nivel minimo de deteccio
de 0,172ng.

A producdo de CrylAc é expressa em ng/grama de peso fresco neste estudo,
consequentemente a planta sob estresse hidrico pesaria menos, tendo maior quantidade de folha
submetida a extragcdo e menor concentracdo de &gua, resultando em maior concentracdo de toxina
por peso de material em comparacdo ao mesmo peso de material targido. Entretanto, este
resultado demonstra que mesmo estando submetidas ao estresse hidrico, plantas de algodao Bt de
ambas as variedades produziram quantidades consideraveis de CrylAc em suas folhas e partes
reprodutivas. Adicionalmente, quando as plantas sdo expostas a situa¢fes de estresse hidrico
exibem, freqlentemente, respostas fisiologicas, como o investimentos em metabolitos

secundarios, o que inclui as defesas da planta, em contrapartida a reducdo de sua area foliar (Taiz

& Zeiger, 2006).
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Figura 4. Produgdo média de CrylAc (ng de CrylAc g™ de peso fresco) em folhas desenvolvidas
do topo de plantas de algodoeiro Bt Acala 90B e NuOpal em quatro coletas (16 aos 47 dias) apds
as plantas estarem submetidas ou ndo a condicao de estresse hidrico. Barras com diferentes letras
minasculas comparam as variedades Acala 90B e NuOpal dentro da mesma condigdo ou,
diferentes letras maidsculas sobre as barras comparam ambas as variedades entre as condigdes
com estresse e sem estresse hidrico (P < 0,05 para o teste de Fisher da ANOVA).

Em geral, a concentracdo da toxina CrylAc em folhas e demais partes reprodutivas das
plantas foi em niveis comparéveis ao detectado em outras variedades de algoddo Bt (Adamczyk
Jr & Sumerford, 2001; Torres et al., 2006) e, compativeis com as concentracdes letais de CrylAc
determinadas para espécies pragas do algodoeiro tais como a lagarta rosada e lagarta da maca
(Perlak et al., 2001). Embora, ndo exista linha base de susceptibilidade para o curuqueré, esta
espécie é considerada ser altamente susceptivel a toxinas do Bt (Sousa, 2009), bem como a
produtos formulados a base de Bt (Habib & Andrade, 1984; Habib et al., 1989).

Uma baixa producéo da toxina CrylAc e irregularidade na producdo em fungéo do ambiente

e variedade podem resultar em perda de eficiéncia de controle para espécies menos susceptivel
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comparado a A. argillacea como H. zea. Também, pode favorecer a selecdo de populacdo de
praga resistente por permitir a sobrevivéncia de individuos na populacdo sob pressdo (Greenplate
et al., 2001).

A variacgdo na producdo de toxinas Cry nas plantas Bt pode comprometer o desempenho do
controle das pragas alvo. Podendo ocorrer ao longo da estacdo de acordo com a idade da planta
(Greenplate, 2001; Adamczyk et al., 2001; Torres et al., 2006), de acordo com a parte da planta
(Perlak et al., 2001), da variedade transformada (Sachs et al., 1998), e do local de plantio,
supostamente devido as condi¢Bes edafoclimaticas (Perlak et al.,, 2001; Adamczyk Jr &
Sumerford, 2001; Pettigrew & Adamczyk ,2006; Rochester, 2006).

Os resultados encontrados mostram, no entanto, que para as variedades estudadas, a
condicdo de estresse hidrico ndo reduz a producdo de toxina e que ndo existe diferenca
significativa, na quantidade de toxina nas diferentes partes da planta estudadas, exceto nas folhas
onde existe uma maior concentragéo de CrylAc.

Como o Brasil esta iniciando o plantio em larga escala de variedades de algoddo
geneticamente modificada Bt, é bastante interessante verificar o potencial de producdo da toxina
CrylAc sob as nossas condigdes de cultivo e, ainda, fornecer base de dados para futuro
monitoramento da produgéo da toxina CrylAc em estudos comparativos entre regides, variedades
e condigdes de cultivo. Os resultados obtidos mostram que mesmo sob condicdo de estresse a
producédo da toxina CrylAc ndo é anulada e que o controle do curuqueré continua efetivo mesmo
nestas condigdes.

5.2 Teste de livre escolha para oviposi¢cdo. Mariposas de A. argillacea apresentou variagéo
quanto a preferéncia de oviposicao entre as plantas das variedades submetidas e ndo submetidas
ao estresse hidrico. Independente das variedades Bt e N&o-Bt, ocorreu maior oviposi¢cdo nas

plantas ndo submetidas a estresse hidrico (P < 0,0001). Assim, dentro da mesma parcela com
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plantas Bt ou ndo-Bt, a maior oviposicao ocorreu sempre nas plantas sem estresse hidrico (Figura.

6).
Bt + NBt P <0,0001
Bt P <0,0001
NBt P < 0,0001

== Com estresse ——— Sem estresse

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
Figura 6. Proporcdo média de ovos de Alabama argillacea depositados nas variedades de

algoddo Bt e ndo-Bt e submetidas ou ndo ao estresse hidrico.

Déficits de umidade no solo freqlientemente levam ao estresse oxidativo em folhas com
efeitos potencialmente prejudiciais sobre as estruturas e complexos de proteina da membrana
(Becana et al., 1998; Knight & Knight, 2001). Tais mudangas na quimica foliar em resposta ao
estresse representam uma mudanga significativa na qualidade nutricional do tecido foliar para os
herbivoros (Jones, 1991). Mudancas morfoldgicas e fisiologicas podem ocorrer em plantas sobre
estresse (Mattson & Haack,1987), as quais dependem da espécie, como também, da severidade,
duracéo e do tipo de estresse (Grimme & Campbell, 1991).

Plantas sobre estresse hidrico, por exemplo, apresentam redugdo de umidade em suas
folhas, amido e carboidratos, como também o aumento de nitrogénio e de aclcares soluveis
(Miles et al., 1982). Apesar dessas alteragdes nutricionais e morfologicas, o estresse hidrico em
plantas tem sido associado a maiores populacGes de insetos herbivoros, em especial, insetos

sugadores (White, 1984; McQuate & Connor, 1990; Mattson & Haack, 1991).

27



Portanto, mariposas de A. argillacea parecem responder de forma diferente e reconhecer
tais modificacdes preferindo ovipositar em folhas de plantas sem estarem submetidas ao estresse
hidrico. E sabido que mariposas sdo capazes de reconhecerem e depositarem ovos em
hospedeiros mais favoraveis ao desenvolvimento de sua descendéncia (Papaj & Rausher,1983).
De fato, a hip6tese do estresse hidrico e surtos populacionais de insetos sugadores de seiva tém
fundamentacéo na menor dilui¢do de nutrientes na seiva tornando-a mais concentrada em plantas
sob estresse. Por outro lado, os insetos mastigadores consomem todo o material e, portanto,
podem sofrer mais com a reducdo da turgidez e, conseqiientemente, aumento da resisténcia fisica
do material.

Mariposas de A. argillacea ndo demonstraram, nas condi¢des deste estudo, capacidade de
reconhecer e variar a oviposi¢do entre as parcelas que continham apenas plantas Bt e N&o-Bt
independente da condigdo de estresse (Figura 7). A. argillacea é uma praga considerada
monodfaga e, portanto, constantemente submetida a toxina produzida pela planta de algodao Bt
durante toda a safra. No entanto, vale salientar que a populagcdo de mariposas utilizadas neste

estudo jamais teve contato com o algodéo Bt.

Sem estresse P=0,3419
Com estresse P=0,1705
1 Bt [ 1 Nao-Bt

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100

Figura 7. Proporcdo media de ovos de Alabama argillacea depositados nas variedades de algodao
Bt e ndo-Bt em fungdo da condicdo de estresse hidrico.
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Outra hipdtese seria uma questdo evolutiva, a utilizacdo de plantas transgénicas ¢ uma
técnica relativamente recente e ndo teve tempo suficiente, para as mariposas serem selecionadas
(evolutivamente) para reconhecer o hospedeiro adequado.

Assim, estes resultados sdo de grande importancia, pois podem ser considerados como base
para futuros estudos de comparacdo em caso desta praga venha a apresentar alteracdo em seu
comportamento de oviposi¢do frente ao plantio de algoddo Bt. Isto porque, a monofagia em
lepidopteros os condiciona a terem capacidade de localizar e selecionar o alimento (Papaj &
Rausher, 1983; Renwick & Chew, 1994; Ramaswarmy, 1988), e essa escolha para a oviposi¢ao
determina o sucesso da progénie (Renwick & Chew, 1994; Zalucki et al., 2002). Neste
experimento pode-se observar que embora A. argillacea consiga identificar a planta de algodéo
com e sem estresse, seja por pistas visuais, quimicas, ou através de caracteristicas morfoldgicas
como a alteracdo da coloracdo das folhas, ela ndo consegue diferenciar o algodao Bt do ndo-Bt.

Os resultados encontrados sustentam a hipotese de que adultos de lepidopteros alvos de
plantas Bt ndo as reconhecem. Os resultados com A. argillacea em teste de escolha para
oviposicdo corroboram com aqueles de densidades de ovos de Heliothis e Helicoverpa
amostrados em campos de algoddo Bt e ndo-Bt (Torres & Ruberson, 2008). Este comportamento
de ndo distincdo de plantas Bt e ndo-Bt para oviposicdo em A. argillacea era de certa forma
esperado, pois com a exce¢do da producdo constitutiva da toxina na planta, ndo existe outra
diferenca fenotipica entre variedades Bt e ndo-Bt. Em especial, para espécies mondfagas como A.
argillacea que ndo tem plantas alternativas para oviposi¢cdo (Tate & Lewis, 2006).

Como ndo houve larvas sobreviventes no 8° dia nas plantas Bt ndo foi possivel fazer
pesagem de pupas oriundas de plantas Bt para comparagdo com as sobreviventes das plantas néo-
Bt. Entretanto, as médias do peso de pupas das variedades ndo-Bt DeltaOpal e Acala 90 foram de
185,6 + 5,21 mg para machos e de 217,3 + 5,35 mg para fémeas e semelhantes em ambas as

variedades.
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5.3 Teste de livre escolha para alimentagdo. Larvas de trés ou 10 dias de idades néo
demonstraram preferéncia por alimentar em folhas de algoddo Bt ou ndo-Bt para as quatro
variedades de algoddo testadas (Tabela 2). A. argillacea é uma praga considerada especifica do
algodoeiro e, portanto, uma diferenciacdo na alimentacdo, em especial, de larvas maiores poderia
resultar em maior pressao de selecdo de populagdes para a resisténcia.

Primeiro, as larvas maiores poderiam dispersar para uma planta mais préxima nao-Bt, em
casos de mistura de sementes, ou para estruturas de menor producdo da toxina (Tabela 1), como
bracteas de botbes florais ou alimentar em casca de macas, embora ndo sejam alimentos
preferidos de larvas de A. argillacea em comparagédo as folhas. Contudo, mesmo que as larvas
conseguissem identificar plantas Bt, ap6s se alimentarem das mesmas provavelmente seriam
incapazes de migrar para outra folha, em virtude do fato de alta suscetibilidade que A. argillacea

tem demonstrado a toxina CrylAc (Sousa, 2009).

Tabela 2. Porcentagem de larvas de Alabama argillacea alimentando em diferentes variedades de
algodéo Bt e suas isolinhas ndo-Bt quando submetidas ao teste de livre escolha para alimentagédo
em condigdo de arena em laboratorio.

(Theor?fs NuOpal DeltaOpal Acala 90B Acala 90 Es;t;ls;lca
Larvas com 3 dias de idade (n = 190)
2 14,5 13,0 16,0 15,0 1,78;0,6172
4 14,0 13,0 19,5 18,5 0,46; 0,9274
24 16,5 16,5 19,5 20,5 0,59; 0,8979
Larvas com 10 dias de idade (n = 200)
2 26,0 30,0 21,0 18,0 0,16; 0,9834
4 25,0 27,5 23,5 21,0 0,96; 0,8086
24 20,5 23,5 28,0 24,5 0,35; 0,9507

Portanto, a hipoGtese de alta pressdo de selecdo para a resisténcia prevalece para essas
espécies como 0 curuqueré, a qual estara restrita no tempo a um mesmo hospedeiro desfavoravel
no caso do algoddo Bt. Desta forma, estes conhecimentos gerados de escolha de plantas Bt pelo

curuqueré para a oviposicdo e para alimentacdo sdo fundamentais para o estabelecimento de
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parametros para detecgédo de resisténcia caso esta venha a ocorrer no futuro. Em especial, porque
nenhuma exposicéo do curuqueré ao algoddo Bt tem ocorrido e que estara acontecendo no futuro
com o amplo plantio no Brasil.

O comportamento de larvas em escolher o alimento frente a exposigdo de plantas Bt tem

sido considerado importante para decisfes de manejo quando o nivel de produgdo da toxina na
planta, locais de expressdo desejada na planta de acordo com habito alimentar (Reitz & Trumble,
1998). Embora outras espécies de larvas pragas do algodoeiro como H. zea e Spodoptera exigua
(Hibner) apresentam comportamento de recusar o alimento apds terem contato com dieta
contendo a toxina CrylAc ou planta de algoddo Bt (Stapel et al., 1998, Gore et al., 2002), este
comportamento ndo foi observado para larvas de A.argillacea.
5.4 Biologia de A. argillacea em algodoeiro submetido e ndo submetido ao estresse hidrico.
O desenvolvimento de A.argillacea foi variavel entre as variedades de algoddo submetidas e ndo
submetidas ao estresse hidrico, pois chegaram a fase adulta apenas as larvas que foram
confinadas nas plantas sem estresse (Tabela 3).

Larvas neonatas de A. argillacea confinadas em plantas de algodao ndo-Bt testadas neste
estudo, Acala 90 e DeltaOpal submetidas ao estresse hidrico ndo conseguiram completar o
desenvolvimento. Vale salientar que A. argillacea apresenta desenvolvimento e reproducéo
quando criada em folhas de plantas da variedade Acala 90 (Santos et al., 2008), inclusive com
melhor desempenho comparado as variedades BRS Verde e BRS 201. Larvas criadas com folhas
da variedade Acala 90, apresentaram 84% de viabilidade (Santos et al., 2008).

No presente experimento, também, larvas confinadas em plantas de algodao sem estresse
hidrico se desenvolveram e reproduziram dentro da amplitude de valores usualmente observados
para esta espécie e sem diferenga entre as variedades Acala 90 e DeltaOpal (Tabela 3). Este
resultado reforca o fato que A. argillacea tem a sua fase larval afetada quando alimentando em

plantas de algoddo submetidas ao estresse hidrico. Este resultado, também, gera um interessante
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questionamento sobre a historia de vida desta praga desde que naturalmente ela pode ser
submetida a longos periodos de estiagem, além dos veranicos no Semiarido.
Tabela 3. Caracteristicas do desenvolvimento de Alabama argillacea, confinada em plantas de

algodoeiro Acala 90 DeltaOpal ndo submetidos a estresse hidrico, em campo microparcelas.
Temperatura de + 26,6 °C fotoperiodo natural e umidade relativa de 62%.

Caracteristicas Variedades
Acala 90 DeltaOpal Estatistica

Duracéo larval (dias) 12,6 £ 0,65 12,2 +0,31 t=0,71; P=0,495
Viabilidade larval (%) 76,6 £ 6,14 68,2 £ 4,24 t=0,20; P = 0,382
Duracéo pupal (dias) 6,7 £0,28 6,6 £ 0,20 t=0,52; P=0,612
Peso de pupas ¢ (mg) 184,4 £ 5,66 196,3 £5,29 t=1,98; P =0,083
Peso de pupas ¢ (mg) 215,7 £ 4,51 212,7 £5,88 t=0,46; P = 0,654
Viabilidade pupal (%) 95,8 + 4,16 81,6 +9,71 t=1,34;, P =0,210

Os resultados deste estudo mostram que A. argillacea ndo realiza distingdo para se
alimentar ou ovipositar entre plantas de algodao Bt e ndo-Bt. Os resultados mostram também que
plantas submetidas ao estresse hidrico ndo reduz a produgdo CrylAc, e que plantas submetidas ao
estresse hidrico interfere significativamente na viabilidade larval de A. argillacea. Este ultimo
resultado, portanto, merece investigagdes mais detalhadas em virtude de ser uma condic¢do que a

planta de algodado pode ser submetida com relativa frequéncia quando cultivada no Semiarido.
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