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EFEITO DE PROTEINAS Cry E VIP NOS PARAMETROS BIOLOGICOS DE
POPULACOES DE Spodoptera frugiperda (SMITH, 1797), E INJURIAS NAS
PLANTAS DE MILHO CAUSADAS POR LEPIDOPTEROS.

RESUMO - A lagarta do cartucho Spodoptera frugiperda € a principal praga da
cultura do milho nas regides tropicais e subtropicais do continente americano. Dentre
0s métodos mais utilizados para o controle desta praga no Brasil, destaca-se o uso de
plantas geneticamente modificadas a partir da insercdo de um gene da bactéria
Bacillus thuringiensis que confere a planta a expressao de proteinas com acdes
inseticidas. No entanto, durante dois ou trés anos estas tecnologias reduziram o grau
de supressdo as lagartas, principalmente pelo uso continuo e inadequado da
tecnologia. O objetivo deste trabalho foi estudar em condicdes de campo, o
comportamento de hibridos de milho Bt frente ao ataque de lepidépteros, como a S.
frugiperda e Helicoverpa zea, em quatro regides produtoras de milho do estado de
Séo Paulo, bem como estudar em condi¢des de laboratério a biologia comparada de
populacdes de S. frugiperda coletadas nestas regides. Os experimentos de campo
foram realizados no periodo da segunda safra de milho, no ano de 2014, nas regides
do Médio Paranapanema, Centro Norte, Noroeste e Norte do estado de Sao Paulo,
onde foram utilizados 25 cultivares de milho com expressao de diferentes proteinas
inseticidas. Para o estudo de biologia comparada foi realizada a coleta de lagartas nas
quatro regides do estado, as lagartas foram enviadas ao laboratério de Manejo
Integrado de Pragas da FCAV-Unesp onde foram realizados os experimentos com
folhas de hibridos de milho de diferentes tecnologias. Os resultados dos experimentos
realizados a campo demonstram que a proteina inseticida VIP3Aa20 apresenta alto
nivel de supressao sobre as populacdes de S. frugiperda e Helicoverpa zea, além
disso, os hibridos de milho que expressam a proteina inseticida CrylF foram os mais
suscetiveis frente ao ataque destas duas pragas. Através dos resultados obtidos para
0s experimentos de biologia comparada, constatou-se que a proteina inseticida
VIP3Aa20 proporcionou 100% de mortalidade das lagartas oriundas das quatro
regides. O hibrido com expressao das proteinas Cry1lA.105 + Cry2Ab2 + CrylF foi o
gue proporcionou menor viabilidade de lagartas de S. frugiperda oriundas das quatro
regides do estado. O hibrido que expressa a proteina inseticida CrylF proporcionou
baixos niveis de supressao além de baixos efeitos adversos no desenvolvimento de
S. frugiperda oriundas das quatro regides do estado, indicando que as populagcbes
presentes nestas quatro regides se encontram resistentes a acao desta proteina
inseticida.

Palavras-Chave: lagarta-do-cartucho; Zea mays; Bacillus thuringiensis



EFFECT OF Cry AND VIP PROTEINS IN THE BIOLOGY OF POPULATIONS
OF Spodoptera frugiperda (SMITH, 1797), AND ON INJURIES IN MAIZE
PLANTS CAUSED BY LEPIDOPTEROS.

SUMMARY - The fall armyworm Spodoptera frugiperda is the major pest of corn
in tropical and subtropical regions in the American Continent. Among the most used
methods to control this pest in Brazil, it highlights the use of genetically modified plants
from the insertion of a Bacillus thuringiensis gene that confers to the plant the
expression of proteins with insecticidal actions. However, after two or three years these
technologies reduce the degree of suppression of larvae, mainly due to the continuous
and inadequate use of the technology. The objective of this work was to study in field
conditions, the behavior of Bt corn hybrids against lepidopteran attacks as S.
frugiperda and Helicoverpa zea in four corn-producing regions of Sdo Paulo State, as
well as to study in laboratory conditions the comparative biology of populations of S.
frugiperda collected in these regions. Field experiments were carried out during the
second corn season in 2014 in the regions of Médio Paranapanema, Centro Norte,
Noroeste and Norte of Sdo Paulo State where were used 25 corn cultivars with the
expression of different insecticidal proteins. To the comparative biology study, the
larvae were collected in the four regions of the state, the larvae were sent to Integrated
Pest Management Laboratory of FCAV-Unesp where the experiments were carried out
with leaves of corn hybrids of different technologies. The results of field experiments
demonstrate that the insecticidal protein VIP3Aa20 presents a high level of
suppression on the populations of S. frugiperda and H. zea, in addition, the corn
hybrids that express the insecticidal protein CrylF were the most susceptible against
the attack of these two pests. Through the results obtained from the experiments of
comparative biology, it was verified that the insecticidal protein VIP3Aa20 provided
100% of mortality of larvae from the four regions. The hybrid with expression of the
proteins CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF was the one that provided low viability of S.
frugiperda larvae coming from the four regions of the S&o Paulo State. The hybrid that
expresses the insecticidal protein CrylF provided low levels of suppression as well as
low adverse effects in the development of S. frugiperda coming from the four regions
of the state, indicating that the populations present in these four regions are resistant
to the action of this insecticidal protein.

Keywords: fall armyworm, Zea mays, Bacillus thuringiensis



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introducéo

A cultura do milho (Zea mays L.) tem grande importancia no cenario mundial,
por ser uma fonte rica em carboidratos, proteinas e 6leo, sendo matéria prima de
produtos e subprodutos utilizados de forma direta ou indireta na alimentacdo humana
e animal. No Brasil, o cultivo desse cereal na safra 2015/2016 apresentou producéo
total de 66,9 milhdes de toneladas, levando-se em conta os periodos da safra e da
safrinha, com uma produtividade média de 4.207 Kg ha' (CONAB, 2016).

Um dos principais fatores que comprometem o rendimento e a qualidade da
producdo desta cultura é a incidéncia de pragas. Segundo Wagquil et al. (2008) os
prejuizos anuais causados pelo complexo de pragas na cultura do milho no Brasil
chegam a cerca de dois bilhbes de reais. Dentre as pragas destacam-se 0s
lepidépteros como a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (Smith, 1797), a
lagarta-da-espiga, Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae) e a broca-
da-cana-de-acucar, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae)
(DUARTE et al. 2007; CRUZ et al., 2010).

Pelas caracteristicas bioldgicas, injurias causadas e dificuldade de controle
quimico, a principal praga da cultura € a lagarta-do-cartucho S. frugiperda, cujos danos
estendem-se por todos os estadios de desenvolvimento da planta, principalmente
durante a formagao do “cartucho”, onde o inseto se aloja, diminuindo a eficiéncia do
controle quimico. Estima-se que a reducao nos rendimentos das plantas causados
pela praga varia de 15 a 34% (CRUZ; TURPIN, 1983; CRUZ, 1995; FIGUEIREDO et
al., 2006). Segundo Cruz et al. (1999), as perdas estimadas nos anos 90, em func¢éo
das infestacdes de S. frugiperda, no Brasil, eram da ordem de 400 milh&es de dblares
por ano, e segundo Waquil et al. (2002), no inicio do século XXI, os prejuizos causados
por esta praga na cultura do milho chegam a cerca 500 milhdes de dolares anuais.

Nos ultimos anos, com o advento da biotecnologia foi desenvolvida uma nova
tatica de controle de pragas, que consiste nas plantas geneticamente modificadas
resistentes a insetos, principalmente lepidopteros. Através de apuradas técnicas de

laboratdrio, genes de Bacillus thuringiensis Berliner 1715 (Bt) foram introduzidos em



plantas de milho, dando origem ao milho geneticamente modificado, conferindo alto
padréo de resisténcia das plantas a algumas espécies alvos de lepiddpteros-pragas
(ARMSTRONG et al., 1995). Os genes cry introduzidos codificam a expressdo de
proteinas Cry nas partes das plantas, e quando presentes no sistema digestivo dos
insetos apresentam acao inseticida, causando a morte de lepidopteros, como S.
frugiperda (LYNCH et al., 1999; BARRY et al., 2000; BUNTIN et al., 2001; HUANG et
al., 2002).

No Brasil, o primeiro evento comercial de milho transgénico resistente a inseto
comercializado foi o MON810, tecnologia conhecida comercialmente como YieldGard®
que expressa a proteina inseticida CrylAb. Os hibridos desta tecnologia foram
liberados comercialmente no ano de 2007, e no ano seguinte, foi liberado o evento
TC1507, denominado comercialmente como Herculex®, que confera as plantas a
expressdo da proteina inseticida CrylF. No Brasil estes hibridos de milho foram
comercialmente disponiveis a partir da safra 2009/2010 (DOW AGROSCIENCES
INDUSTRIAL LTDA, 2008; STORER et al., 2012).

Ao longo dos anos, diversos estudos sob condi¢cdes de campo como os de
(MICHELOTTO etal., 2008, 2013; LOURENQAO; FERNANDES 2013; WAQUIL et al.,
2013; MORAES et al., 2015) tém sido realizados demonstrando a alta eficiéncia de
controle de lagartas em hibridos de milho Bt, por alguns anos de cultivo. Entretanto,
nas ultimas safras, alguns hibridos Bt disponiveis no mercado, apresentam sérios
problemas com relacdo a eficiéncia na supressao populacional de lepidépteros-praga.
Em alguns estados como Bahia, Goids, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso, as
primeiras tecnologias liberadas comercialmente estdo apresentando baixa
porcentagem de controle (CZEPAK et al.,, 2013), necessitando de programas de
pulverizacdes de inseticidas de modo semelhante aos hibridos convencionais.

Devido a este problema de uso intenso da mesma tecnologia Bt e consequente
selecao de populacdes resistentes de lepiddpteros em algumas regides de cultivo, ha
a necessidade de realizar experimentos com o objetivo de verificar a resposta de
hibridos de milho Bt de diferentes tecnologias, frente ao ataque de S. frugiperda em
areas de producao de milho do estado de S&o Paulo, bem como determinar os efeitos
das diferentes proteinas inseticidas sobre as fases biolégicas do ciclo de vida de
populacdes de S. frugiperda oriundas destas regides produtoras de milho e com



técnicas culturais ndo adequadas ao uso de plantas geneticamente modificadas.
Como a falta de refagio, ndo disponibilidade de sementes ndo Bt e principalmente o

uso intensivo de inseticidas em areas de refugio.

2. Revisao de literatura

2.1. Cultura do milho: aspectos gerais

O milho é uma espécie dipldide e alogama, pertencente a familia Poaceae
(Gramineae), Subfamilia Panicoidae, tribo Maydeae, género Zea e espécie Zea mays
L., domesticado aproximadamente de sete a dez mil anos atras no México e na
Ameérica Central. E uma planta herbacea, monoica, com os dois sexos na mesma
planta em inflorescéncias diferentes (PATERNIANI; CAMPQOS, 1999), completa seu
ciclo em quatro a cinco meses caracterizando uma planta anual (PONS; BRESOLIN,
1981).

E considerada uma das plantas cultivadas mais antigas e um dos vegetais
superiores mais estudados, possuindo caracterizacao genética mais detalhada dentre
as espécies cultivadas (GUIMARAES, 2007) e a “planta da civilizagdo” por exceléncia
das Américas (CARNEIRO, 2003; MACHADO, 2011). E o principal produto consumido
e comercializado no México e na América Central, sendo ainda, a base alimentar na
Colémbia, Venezuela e Regido Andina, bem como em alguns paises Caribenhos
(FAOSTAT, 2011).

No Brasil, a cultura assume importancia econdémica e social, na geracao de
empregos nas zonas urbana e rural, e por fornecer produtos largamente utilizados na
alimentacao humana, tanto na forma “in natura” como processada, como paes, farinha
e massas, bem como para a alimentagdo animal, racdo ou silagem (FANCELLI;
DOURADO NETTO, 2004; DUARTE et al., 2010).

Os diferentes usos dos derivados de milho estendem-se as aplicacfes
industriais e farmacéuticas, podendo ser usado para produzir etanol de amido,
plasticos, e como base para a producéo de antibiéticos (HUANG; BIRCH; GEORGE,
2006; PAES, 2008). O milho é matéria prima de expressiva importancia para o uso



industrial e atualmente esta sendo utilizado como fonte de bioenergia, em alguns
paises, com destaque para os EUA.

No Brasil este grdo é o segundo produto mais cultivado, com cerca de 84,6
milhdes de toneladas, produzidas em uma area de aproximadamente 15,7 milhdes de
hectares (CONAB, 2016) e a producao de milho no Brasil, tem se caracterizado pela
divisdo em duas épocas de semeadura, a safra de verao ou primeira safra e a safra
de inverno ou safrinha. A semeadura de verdo € realizada no inicio do periodo
chuvoso, que varia entre fins de agosto, na regido Sul, até os meses de
outubro/novembro na regido Sudeste e Centro-Oeste. J4 a semeadura da segunda
safra, ou chamada popularmente de safrinha, é realizada nos meses de fevereiro ou
marco, quase sempre imediatamente apO0s a colheita da soja precoce,
predominantemente na regido Centro-Oeste e no Sudeste, nos estados do Parana e
Séo Paulo (EMBRAPA, 2009).

Grande parte do cultivo de milho no Brasil é realizado em sistema de
semeadura direta, e as condi¢cdes deste sistema foram modificadas, pois ndo ha o
processo de gradagem e subsolagem do solo, com isso os distirbios mecanicos no
solo foram reduzidos, predominando a permanéncia dos restos culturais e sementes
sobre a sua superficie, podendo favorecer a ocorréncia de algumas pragas, nas
plantas “tigueras” ou remanescentes.

Um dos fatores que podem comprometer o rendimento e a qualidade da
producéo é a incidéncia de pragas. Dentre os insetos-pragas encontrados na cultura
do milho, destaca-se a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), umas das mais importantes, devido a sua voracidade
alimentar e a dificuldade de controle, as quais podem determinar prejuizos a lavoura

e a producédo, ocasionando danos econdmicos consideraveis na cultura do milho.

2.2. Lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) e lagarta-da-
espiga Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae)

A familia Noctuidae inclui o maior nimero de espécies de importancia agricola
dentro da Ordem Lepidoptera (SPECHT et al., 2004). Dentre os insetos pertencentes

a essa familia, S. frugiperda € uma das principais espécies insetos-praga na cultura



do milho e outras gramineas, no entanto, pode ter varios outros hospedeiros
alternativos como: alface, almeirdo, amendoim, batata doce, berinjela, café, citrus,
couve, feijdo, maracuja entre outras (SILVA et al., 1968). Trata-se de uma espécie
nativa das Américas e distribuida a partir do Uruguai e norte da Argentina até a Flérida
e Texas, no sul dos Estados Unidos, incluindo a América Central e Caribe (SPARKS,
1979; ASHLEY et al., 1989; NAGOSHI; MEAGHER, 2008).

Apesar dos avangos das pesquisas, S. frugiperda ainda é a praga que mais
danifica a cultura do milho, ndo s6 no Brasil, mas em toda a América (CRUZ,1995;
WISEMAN et al.,1996; CRUZ et al., 1999; CARVALHO et al., 2010). Segundo Waquil
et al. (2002), os prejuizos causados por esta praga na cultura do milho chegam a cerca
de 500 milhdes de ddlares anuais.

Os adultos sdo mariposas de aproximadamente 35 a 40 mm de envergadura,
de coloracao pardo-escura nas asas anteriores e branco acinzentada nas posteriores,
podendo apresentar longevidade em torno 12 dias. As asas anteriores do macho
possuem manchas mais claras, diferenciando-o da fémea. As posturas sao
caracterizadas sempre em massa de ovos e localizadas preferencialmente na face
adaxial das folhas, em grupos de 50 a 300 ovos (ALVES et al., 1992; CRUZ et al.,
1995; GALLO et al., 2002).

As lagartas recém-eclodidas sdo esbranquicadas, possuem capsula cefélica
escura e mais larga do que o corpo e apresentam mais cerdas que as mais velhas.
No primeiro instar as lagartas medem 1,9 mm de comprimento, com capsula cefalica
medindo 0,3 mm de largura. Ja no ultimo instar tém o corpo cilindrico, de coloracéo
marrom-acinzentada no dorso, esverdeada na parte ventral e subventral, que também
apresenta manchas de coloracdo marrom-avermelhada (GALLO et al., 2002).

O comprimento do corpo de uma lagarta de quinto instar pode chegar a 50 mm
e a largura da capsula cefalica varia de 2,7 a 2,78 mm. A duracéo da fase larval € de
12 a 30 dias. Ao final do periodo larval, as lagartas penetram na superficie do solo,
onde se transformam em pupas. Inicialmente a pupa é de coloracéo verde-clara com
o tegumento transparente. Nesta fase o corpo é fragil e sensivel a injurias. Depois de
alguns minutos a pupa torna-se alaranjada, passando a coloragdo marrom-
avermelhada e proximo a emergéncia a pupa torna-se escura, quase preta. Seu

comprimento atinge de 13 a 16 mm por 4,5 mm de diametro (CRUZ, 1995). O periodo



pupal € de 8 dias no verdo, podendo chegar a 25 dias no inverno, apés o qual ocorre
a emergéncia dos adultos (GALLO et al., 2002).

Na cultura do milho os danos séo caracterizados de acordo com o tamanho das
lagartas, e logo no primeiro instar, iniciam sua alimentacédo raspando uma das faces
da folha, deixando a epiderme do outro lado intacta. Por outro lado, as lagartas
maiores comecam a fazer orificios na folha e quando passam para o quarto e quinto
instares, podem destruir completamente o limbo foliar das folhas ainda novas que
compdem o cartucho da planta, dai surgir o seu nome comum (CRUZ, 1995).

O periodo critico do seu ataque ocorre quando as plantas estdo préximas do
florescimento, pois os danos sdo maiores e afetam a produtividade de grdos nas
espigas. Em periodos de seca, especialmente na cultura do milho “safrinha”, suas
populacdes aumentam, e no final do desenvolvimento das plantas podem também
danificar a espiga, sendo que seu ataque ocorre preferencialmente pela lateral da
espiga na regido de contato desta com o colmo (GALLO et al., 2002). O ataque de S.
frugiperda ocorre tipicamente no cartucho da planta; contudo, se a infestagéo ocorrer
na fase inicial de desenvolvimento das plantas, as lagartas perfuram a base da planta,
atingindo o ponto de crescimento, provocando morte da planta e consequentemente
a reducéo do estande (MENDES et al., 2008).

Por ndo apresentar diapausa, S. frugiperda € uma praga de ocorréncia sazonal
nas areas de clima temperado e, sob temperaturas mais altas, pode produzir até 13
geracdes por ano no milho (AFONSO et al., 2009).

A lagarta-da-espiga Helicoverpa zea (Boodie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae) €
um inseto pertencente a subfamilia Heliothinae. E um inseto polifago e durante a fase
larval se alimenta prefencialmente da estrutura reprodutiva das plantas a de varias
culturas como: milho, trigo, algoddo, soja, tomate, outras espécies de cereais,
leguminosas e horticulas (FITT, 1989; ZALUCKI et al., 1994; REIS, 2003).

Na cultura do milho tem sido constatado varios danos nas espigas ocasionados
por esta espécie, pois além das lagartas se alimentarem dos estilo-estigmas na qual
prejudica a fertilizagdo e em consequéncia surgem falhas na formacéo das espigas,
elas também se alimentam dos gréos leitosos destruindo a espiga, em consequéncia

deixam orificios que facilitam a entrada de microorganismos (GASSEN, 1996).



2.3. Milho geneticamente modificado e insetos resistentes a biotecnologia.

A utilizacéo de inseticidas sintéticos tem sido o principal método de controle de
pragas, porém seu uso indiscriminado e incorreto tem aumentado o numero de
aplicacéo e diminuindo sua eficiéncia. Seu uso se agrava também devido ao problema
de contaminacgdo dos produtos agricolas, dos agricultores e do ambiente.

Historicamente, a principal medida de manejo de S. frugiperda no Brasil tem
sido o controle quimico (COSTA et al., 2005). Contudo, o comportamento larval de S.
frugiperda, que se alimenta e se protege no cartucho das plantas de milho, limita
significativamente a eficiéncia desse método de controle (WAQUIL, 2007).

Devido a estas limitacfes, dentre as taticas utilizadas para o controle de pragas
estd o uso de plantas geneticamente modificadas, sendo essa tecnologia lancada
comercialmente nos EUA, em 1996, e com o tempo se difundiu com a utilizagdo em
outros paises, como Canada, Argentina, Africa do Sul, Espanha e Franca.

No Brasil, hibridos de milho Bt, foram inicialmente aprovadas para uso
comercial em 2007, e a cada ano sua utilizacdo tem aumentado, chegando na safra
2012/2013 a 12,5 milhdes de hectares cultivados representando, cerca de 81,5% da
area total plantada, considerando-se os dois periodos de plantio de milho, verdo e
safrinha (CELERES, 2013).

Através de apuradas técnicas de laboratério, um gene de B. thuringiensis (Bt)
foi introduzido em plantas de milho, dando origem ao milho geneticamente modificado,
conferindo alto padrédo de resisténcia da planta a algumas espécies de lepidépteros-
praga (ARMSTRONG et al.,, 1995). O gene introduzido codifica a expressao de
proteinas Bt, com acéo inseticida. As lagartas, ao se alimentarem do tecido foliar do
milho geneticamente modificado, ingerem essa proteina, que atua nas células
epiteliais do tubo digestivo dos insetos. A proteina promove a ruptura osmotica dessas
células determinando a morte dos insetos, antes que 0s mesmos consigam causar
danos significativos a cultura (GILL et al., 1992; MEYERS et al., 1997)

As principais vantagens do uso do milho geneticamente modificado, quando as
populacdes do inseto alvo sdo suscetiveis as proteinas expressas sao: reducao na
aplicacao de inseticidas, principalmente inseticidas de largo espectro, e aumento na

produtividade das plantas (HUANG et al., 2002). Além disso as toxinas séo altamente



especificas e se ligam a diferentes receptores em diversas espécies de insetos.
Algumas das proteinas Cry, como por exemplo a CrylAb apresentam toxicidade a
mais de uma ordem de insetos, como lepiddpteros, dipteros e coledpteros (PRACA et
al.,, 2004). Aléem das toxinas na forma de cristais, varias cepas de B. thuringiensis
também produzem outras endotoxinas, como as Cyt (PEREZ et al., 2005) e VIP
(SELVAPANDIYAN et al., 2001).

Véarias pesquisas foram realizadas avaliando a eficiéncia do milho
geneticamente modificado no controle de determinadas pragas ao longo dos anos,
principalmente no controle de S. frugiperda. Williams et al. (1997) realizaram
bioensaios e testes de campo para avaliar diversos hibridos de milho modificado,
contendo a toxina CrylAb, para a resisténcia a S. frugiperda. Os autores observaram
baixa sobrevivéncia desta praga em dieta com tecido vegetal liofilizado dos hibridos
de milho modificado, e em campo, estes hibridos apresentaram menores danos.

Buntin et al. (2001), nos Estados Unidos, avaliaram a eficacia de milhos
geneticamente modificados (MON810 e BT11), que expressam a toxina CrylAb, no
controle de S. frugiperda, em condicbes de infestagcdo natural, na safra de 1998.
Ambos os milhos consistentemente reduziram as infestacdes e danos nos cartuchos
das plantas naquela safra.

Entretanto, segundo Mcgauhey e Whalon (1992), a expressdo continua de
genes cry em plantas transgénicas, exerce forte selecdo para o surgimento de
resisténcia em populacdes de pragas-alvo. Essa evolucdo da resisténcia em
populacdes de insetos-alvo pode reduzir os beneficios econémicos e ambientais dos
cultivos transgénicos a base de Bt (FARIAS et al., 2014). Estudos realizados por
Wagquil et al. (2002) em condi¢ces de campo e com infestacao artificial, para verificar
a eficiéncia de nove hibridos de milhos geneticamente modificados expressando
diferentes toxinas Cry, constataram que os hibridos com expresséo da toxina CrylF
apresentaram-se como altamente resistentes, em relacao ao hibrido com expresséo
da toxina CrylAb resistente, hibridos com CrylAc mostraram-se moderadamente
resistentes e com Cry9C suscetiveis.

Afim de retardar a selecédo de populacdes de insetos resistentes e ampliar o
espectro de controle a outras pragas, 0s avangos na area de biotecnologia tém

permitido o desenvolvimento de hibridos Bt que expressam mais de uma proteina



inseticida, técnica denominada de piramidacdo de genes, as quais frequentemente
representam modos de acdo Unicos e independentes (MOAR; ANILKUMAR, 2007).
Storer et al. (2012) constataram que a estratégia de piramidacdo de genes Bt é
usualmente caracterizada por aumento no nivel de protecdo das plantas contra as
pragas-alvo, desde que estas proteinas se liguem a receptores diferentes das células
colunares do trato digestivo de lagartas.

Estudos realizados por Waquil et al. (2013), em campo e sob infesta¢cao natural,
revelaram que o hibrido de milho DKB 390 transgénico com o evento piramidado que
expressa as proteinas Cry1lA.105 e Cry2Ab2, conferiu protecdo contra S. frugiperda
guando comparadas com o hibrido convencional, observando diferencas significativas
quanto aos danos e a presenca da praga, com variaveis mais baixas no hibrido com
0 evento piramidado.

As toxinas de Bt apresentam alta especificidade e, dentro do mesmo grupo de
insetos, a atividade de cada toxina € diferenciada. Portanto, a estratégia de
piramidacao de dois ou mais genes cry, expressando diferentes toxinas numa mesma
planta, ndo sé contribui para 0 manejo da resisténcia, mas também aumenta a
eficiéncia no controle de diferentes espécies de insetos-praga (CARNEIRO et al.,
2009)

Dessa forma, caso essas premissas sejam atendidas, a piramidacao de genes
Bt pode retardar o estabelecimento de populacdes de insetos resistentes (HEAD;
GREENPLATE, 2012). A insercao de proteinas ativas e eficientes para controlar
lepidopteros-praga, quando combinadas, podem retardar a evolugdo da resisténcia
em populacdes de insetos, em condi¢cbes de campo (LEITE et al., 2011), e aumentar
0 espectro de acao da planta Bt (MANYANGARIRWA et al., 2006).

Para que estes avancos da biotecnologia sejam eficientes, o Manejo de
Resisténcia de Insetos (MRI) € de grande importancia com o intuito de retardar a
evolucdo da resisténcia dos insetos-praga que sdo alvo desta tecnologia e prolongar
a vida util das proteinas inseticidas envolvidas. A necessidade dessa pratica advém
do consenso de que o cultivo do milho Bt em grandes areas resultara na selecéo de
biétipos das pragas-alvo resistentes as toxinas Bt. De acordo com Maia (2010), um
dos principais riscos ambientais associados as culturas transgénicas esta no Manejo

de Resisténcia de insetos ineficaz.
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Embora existam recomendacfes suficientes para a pratica do manejo de
pragas na cultura do milho, os dados de campo sobre o uso dessas praticas sao raros,
mas sabe-se que, ha maioria dos casos, ainda ha muito a ser melhorado (CARNEIRO
et al., 2009). O monitoramento da infestacdo das plantas também € importante, pois,
dependendo do hibrido utilizado e da intensidade da infestacdo, o produtor pode
precisar adotar medidas de controle complementares (CARNEIRO et al., 2009).

Portanto, objetivo deste trabalho foi verificar a resposta de hibridos de milho Bt
de diferentes tecnologias, frente ao ataque de S. frugiperda em &reas de producéo de
milho do estado de S&o Paulo, bem como os efeitos das diferentes proteinas
inseticidas sobre as populacbes de S. frugiperda oriundas destas regides.

Possibilitando um manejo mais sustentavel e adequado desta praga.
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CAPITULO 2 - COMPORTAMENTO DE CULTIVARES DE MILHO BT EM
RELACAO AO ATAQUE DE Spodoptera frugiperda E Helicoverpa zea
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) NO ESTADO DE SAO PAULO.

RESUMO - Um dos principais fatores que comprometem o rendimento e a
qualidade da producado da cultura do milho é a incidéncia de pragas. Dentre estas,
destacam-se os lepidopteros como a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda e a
lagarta-da-espiga, Helicoverpa zea. A cada ano, novas tecnologias Bt sao
disponibilizadas aos produtores no intuito de diminuir os prejuizos ocasionados por
estas pragas. No entanto, durante dois ou trés anos de uso, estas tecnologias
reduzem o grau de supressao as lagartas, principalmente pela pressdo de selecao
continua, além do uso inadequado da tecnologia, como a baixa adocéo do refagio. O
objetivo do presente trabalho foi verificar o desempenho de diferentes biotecnologias
Bt em lagartas de S. frugiperda e H. zea em quatro regifes produtoras de milho no
estado de Sao Paulo. Os resultados demonstram que os cultivares avaliados possuem
comportamentos naturalmente diferentes em relagcdo ao ataque de lagartas nas
plantas e nas espigas, sendo que os cultivares que expressam a proteina inseticida
CrylF apresentaram-se como mais suscetiveis ao ataque de S. frugiperda em plantas,
e elevado porcentual de espigas atacadas por H. zea nas quatro regides onde foram
conduzidos os experimentos, indicando uma possivel resisténcia de S. frugiperda a
essa proteina, enquanto que a proteina VIP3aA20 conferiu as plantas, maior
resisténcia ao ataque de S. frugiperda, e o menor porcentual de espigas atacadas por

lagartas nas quatro regides onde foram conduzidos os experimentos.

Palavras-chave: Zea mays, lagarta-do-cartucho, lagarta-da-espiga, Bacillus

thuringiensis
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CHAPTER 2 - BEHAVIOR OF BT CORN CULTIVARS IN RELATION TO
ATTACK OF Spodoptera frugiperda AND Helicoverpa zea (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) IN SAO PAULO STATE

ABSTRACT - One of the major factors that compromise yield and quality of corn
crop production is the incidence of pests. Among them highlights lepidopterans as fall
armyworm Spodoptera frugiperda and corn earworm Helicoverpa zea. Each year new
Bt technologies are available to producers in order to remedy the damage caused by
these pests. However, after two or three years of use, these technologies reduce the
degree of suppression of larvae, mainly due to the pressure of continuous selection,
as well as the inadequate use of technology, such as the low adoption of the refuge.
The objective of this work was to verify the performance of different Bt biotechnologies
in S. frugiperda and H. zea larvae in four corn producing regions in the Sdo Paulo
State. The results show that the evaluated cultivars have different behavior in relation
to the attack of larvae in plants and ears. The cultivars that express the insecticidal
protein CrylF presented as more suscetiptible the attack of S. frugiperda in plants, and
a high percentage of attacked ears for H. zea per plant in the four regions where the
experiments were conducted, indicating a possible resistance of S. frugiperda to this
protein. The VIP3aA20 protein conferred to the plants greater resistance of S.
frugiperda attack and the lowest percentage of attacked earns by larvae in the four

regions where the experiments were conducted.

Keywords: Zea mays, fall armyworm, corn earworm Bacillus thiringiensis
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1. Introducéao

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), destaca-se como a principal espécie-praga do milho (Zea mays L.) nas
regibes subtropicais e tropicais do continente americano (JUAREZ et al., 2012). No
Brasil, além da lagarta-do-cartucho, outros insetos-praga também atacam a cultura do
milho, como por exemplo, a lagarta-da-espiga do milho, Helicoverpa zea (Boddie,
1850) (Lepidoptera: Noctuidae) (FARIAS et al., 2013).

Visando melhorar o manejo destes insetos nas plantas de milho, foram
desenvolvidas as plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos. Através
de apuradas técnicas de laboratério, genes de Bacillus thuringiensis Berliner 1715 (Bt)
foram introduzidos em plantas de milho, dando origem ao milho geneticamente
modificado, conferindo alto padrdao de resisténcia das plantas a algumas espécies
alvos de lepidépteros-pragas (ARMSTRONG et al., 1995).

No Brasil, na segunda safra de 2011, a ado¢do de milho geneticamente
modificado ja havia atingido 80% da area cultivada com esse cereal (OMOTO et al.,
2012). Na safra 2015/2016, a adoc&o de milho geneticamente modificado no Brasil,
com algum evento Bt para controle de insetos, chegou a atingir aproximadamente 85%
das areas de cultivo (CELERES, 2016).

Atualmente, no Brasil existem liberados comercialmente 33 eventos de milho
geneticamente modificado, dos quais 26 apresentam na sua composi¢cao proteinas
para o controle de insetos-praga (CTNBio 2016). Entretanto, nas ultimas safras,
hibridos e tecnologias Bt estdo apresentando sérios problemas com relacdo a
resisténcia de populacdes de lepiddpteros-alvo em campo, principalmente na Bahia e
no Centro Oeste do Pais em estados como Goias, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso.
As primeiras tecnologias liberadas comercialmente estdo com uma baixa
porcentagem de supressao da lagarta S. frugiperda (CZEPAK et al., 2013).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar em condicbes de campo, o
comportamento de cultivares de milho Bt de diferentes tecnologias, em relacédo ao
ataque de S. frugiperda no cartucho das plantas e H. zea nas espigas, em quatro

regides produtoras de milho no estado de S&o Paulo.
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2. Material e Métodos

Os experimentos foram realizados sob infestag&o natural de S. frugiperda e H.
zea, no periodo de segunda safra, no ano de 2014, em quatro regides produtoras de
milho no estado de S&o Paulo.

Os experimentos foram instalados em areas agricolas de cultivos de milho
localizada nas seguintes regides: Médio Paranapanema, no municipio de Maracai
(22°36’39”S, 50°40°’1”0); regido Norte, no municipio de Guaira (20°19’16”S,
48°18°23°0) ambas as regides caracterizadas pelo cultivo de milho de forma
sucessiva durante todo ano. Na regido Centro Norte no municipio de Pindorama
(21°11°9”S, 48°54'25"0) e na regiao Noroeste no municipio de Votuporanga
(20°25'22”S, 49°58°22”0), sendo estas regides caracterizados pela presenca de areas
com uma diversidade de cultivos de espécies de plantas, maior em relacao as outras
duas regioes.

A semeadura foi realizada na primeira quinzena de marco, de forma
mecanizada com auxilio de uma semeadora de parcelas, no sistema de arrasto, com
densidade de semeadura de 8 sementes por metro de linha. A adubacéo de base e
de cobertura, bem como os demais tratos culturais foram realizados conforme as
recomendacdes das boas préticas agricolas para a cultura do milho em cada regido
de conducéo dos experimentos, segundo Cruz; Pereira Filho (2009).

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com 25
tratamentos (cultivares) e quatro repeticdes. As parcelas foram constituidas por quatro
linhas de 10 metros de comprimento, espacadas a 0,90 m entre si. Considerou-se
como area util das parcelas para as avaliacbes as duas linhas centrais de cada
parcela, descartando-se 1,5 metros iniciais e finais de cada linha.

Os tratamentos foram compostos por 25 cultivares, sendo oito contendo a
tecnologia VTPro® (PRO), cinco Powercore® (PW), quatro Herculex® (HX ou H), dois
VTPro® 2 (PRO2), um Optimum Intrasecta® (YH), um Total Liberty® (TL), um Viptera3®
(VIP3) e trés cultivares convencionais (controle), sendo dois pulverizados com
inseticidas quimicos e uma cultivar sem aplicacdo (Testemunha) (Tabela 1). Ao

entorno dos experimentos, foi realizada a semeadura de milho convencional, com o
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intuito destas areas servirem como areas de refagio, como € recomendado pelas boas
praticas de manejo com plantas Bt, em torno de 20% da area dos ensaios.

No cultivar convencional AL Piratininga ndo foi realizada aplicacbes de
inseticidas, sendo esse cultivar utilizado como testemunha nos experimentos. Ja 0s
cultivares convencionais DKB177 e IAC 8390 foram pulverizados uma vez com
inseticida clorantraniliprole + lambda-cialotrina (Ampligo®), na dose de 150 mLp.c. ha
! para o controle da lagarta-do-cartucho, no intuito de conservar plantas para se obter
produtividade final ao atagque da lagarta-do-cartucho (testemunha controle). Nas
quatro localidades, essa Unica aplicacdo de inseticida foi realizada ao redor de 35 dias
apos a emergéncia das plantas (DAE), quando a infestagdo da praga ja atingia altas
notas visuais de injurias nas folhas.

Aos 45 dias ap0s a semeadura, para verificar a intensidade do ataque de S.
frugiperda em todas as localidades, atribuiu-se notas de sintomas visuais em 20
plantas selecionadas nas linhas centrais de cada parcela. Como referéncia, utilizou-
se escala visual de sintomas de ataque que varia de zero a nove (DAVIS et al., 1992),
sendo Nota 0: Planta atribuida a plantas sem injuria; Nota 1: Planta com pequenas
injurias; Nota 2: Plantas com pequenas injurias com 1 a 3 les@es circulares pequenas
até 1,5 cm; Nota 3: Plantas com 1 a 5 lesdes circulares pequenas de atél,5cm, mais
1 a 3 lesBes alongadas de até 1,5 cm; Nota 4: Plantas com presenca de 1 a 5 lesdes
circulares pequenas de até 1,5 cm, mais presenca de 1 a 3 lesGes alongadas entre
1,5 e 3,0 cm, mais pequenos furos circulares de até 0,5 cm; Nota 5: plantas com
presenca de 1 a 3 lesbes alongadas maiores que 3,0 cm em 1 ou 2 folhas, mais 1 a 5
furos ou lesGes alongadas de até 1,5cm; Nota 6: plantas com presenca de 1 a 3 lesdes
alongadas grandes maiores que 3,0 cm em duas ou mais folhas, mais 1 a 3 furos
grandes de 1,5 cm em 2 ou mais folhas. Nota 7 plantas com 3 a 5 lesGes alongadas
grandes maiores que 3,5 cm ou duas folhas, mais a presenca de 3 a 5 furos grandes
maiores que 1,5 cm em 2 ou mais folhas. Nota 8 plantas com a presenca de muitos
furos superiores a 5,0 cm; Nota 9: planta com o cartucho totalmente destruido.

Para avaliar as injurias e os danos decorrentes de lagartas nas espigas (H.
zea), no periodo que antecedeu a colheita (pré-colheita) foram amostradas 10 espigas
por parcela em sequéncia, de plantas localizadas na primeira linha util da parcela. Foi
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avaliado o numero de espigas com danos de lagartas e calculou-se a porcentagem de
espigas atacadas.

Além disso, para verificar a intensidade dos danos provocados pelas lagartas
nas espigas, foi contabilizado e medida as lesdes presentes nas mesmas, de forma
gue a area da leséo foi estimada pela multiplicagdo do comprimento e pela largura da
galeria na superficie da espiga com graos, desconsiderando-se a ponta da espiga sem
graos (FARIAS et al., 2013). Essa variavel indica as perdas diretas de gréos e nao
inclui os danos na ponta do sabugo.

Para a avaliagdo de produtividade, aproximadamente aos 150 DAE (dias apés
a emergéncia) das plantas, foi realizada a colheita da segunda linha util de cada
parcela. Posteriormente avaliou-se a produtividade de grdos de cada gendtipo,
estimando-se a massa em Kg ha' dos grdos resultantes da debulha do total de
espigas colhidas, sendo os valores obtidos posteriormente corrigidos a 13% de
umidade.

Para atender as necessidades de normalidade e homocedasticidade, antes de
proceder as analises estatisticas, os dados referentes as notas de sintomas visuais

de ataque de S. frugiperda assim como os dados de area consumida da espiga por

lagartas, foram submetidos a transformacéo de (\m), enquanto os dados de
porcentagem de espigas atacadas por lagartas, foram submetidos a transformacéo
arco seno \/m Para todos os parametros avaliados quando foi realizada a
comparacao entre os cultivares, os dados foram submetidos a analise de Variancia e
as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Posteriormente todos os resultados obtidos para os cultivares de mesma
tecnologia foram agrupados e analisados para verificar a diferenca entre as
tecnologias. Para isso realizou-se a analise de Variancia e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 1. Cultivar, tecnologia, eventos e toxinas expressas pelas plantas dos

cultivares de milho utilizados nos experimentos realizados em quatro regides do

estado de Sao Paulo. Safrinha 2014.

Cultivar / Tecnologia (Sigla) Evento (CTNBio) Toxina
hibridos
AL Piratininga* Convencional - -
IAC 8390 Convencional - -
DKB177 Convencional = >
Celeron TL Total Liberty® (TL) SYN-BTO011-1 CrylAb
BG7061 H Herculex® ( H ou HX) TC1 507 CrylF
BG7037 H Hercu|ex® ( H ou HX) TC1 507 CrylF
20A78 HX Herculex® ( H ou HX) TC1 507 CrylF
P6461 H Hercu|ex® ( H ou HX) TC1 507 CrylF
P4385 YH Optimun Intrasecta® MONB810 + TC1 507 CrylAb + CrylF
YH
30A37 PW Poweréore)® (PW) MON 810 + CrylA.105 + Cry2Ab2 +
MON89034 CrylF
2B512 PW PowerCore® (PW) MON 810 + CrylA.105 + Cry2Ab2 +
MON89034 CrylF
2B210 PW PowerCore® (PW) MON 810 + CrylA.105 + Cry2Ab2 +
MON89034 CrylF
2B433 PW PowerCore® (PW) MON 810 + CrylA.105 + Cry2Ab2 +
MON89034 CrylF
MG300 PW PowerCore® (PW) MON 810 + CrylA.105 + Cry2Ab2 +
MON89034 CrylF
GNZ9505 PRO VTpro® (Pro) MON89034 Cry1A.105 + Cry2Ab2
DKB340 PRO VTpro® (Pro) MON89034 CrylA.105 + Cry2Ab2
DKB285 PRO VTpro® (Pro) MON89034 Cryl1A.105 + Cry2Ab2
AG8500 PRO VTpro® (Pro) MON89034 CrylA.105 + Cry2Ab2
RB9006 PRO VTpro® (Pro) MON89034 CrylA.105 + Cry2Ab2
DKB350 PRO VTpro® (Pro) MON89034 CrylA.105 + Cry2Ab2
BM915 PRO VTpro® (Pro) MON89034 CrylA.105 + Cry2Ab2
AS1665 PRO VTpro2® (Pro) MON89034 CrylA.105 + Cry2Ab2
AG9030 PRO2 VTpro2® (Pro2) MON89034 CrylA.105 + Cry2Ab2
AG9080 PRO2 VTpro2® (Pro2) MON89034 CrylA.105 + Cry2Ab2

Impacto VIP3

Viptera3® (VIP)

BT11l + MIR 162

CrylAb + VIP3Aa20

*cultivar ou variedade, demais hibridos
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3. Resultados e Discussao

Nas quatro regides em que foram realizados os experimentos foram verificadas
injurias intensas de ataque de S. frugiperda, inclusive com diferencas significativas
entre os cultivares utilizados para as notas atribuidas as injurias de ataque de S.
frugiperda. No experimento realizado na Regido Norte do Estado, verificou-se que as
maiores notas visuais de injarias foram atribuidas para os cultivares AL Piratininga
(convencional nédo pulverizado), P6461 H, Celeron TL, BG 7061 H, P4285 YH,
BG7037 H e 20A78 HX. Estes cultivares apresentaram médias de notas que variaram
entre 6,85 a 8,40, apresentando desde plantas com o cartucho parcialmente destruido
a plantas com o cartucho totalmente destruido, portanto se comportaram como
bastante suscetiveis a praga, nas condi¢cdes do presente trabalho (Tabela 2).

Na Regido do Médio Paranapanema, os cultivares que apresentaram o0s
maiores sintomas de ataque de S. frugiperda foram P6461 H, P4285 YH, 20A78 HX,
AL Piratininga (convencional ndo pulverizado) e BG7037 H, com média de notas que
variaram de 6,33 a 7,41, portanto também bastante suscetiveis a praga. JA na Regido
Centro Norte do estado, os cultivares que apresentaram 0s maiores sintomas de
ataque de S. frugiperda foram o0s cultivares convencionais, AL Piratininga
(convencional ndo pulverizado), IAC 8390 e DKB177 (pulverizados), com médias de
notas, 7,68; 7,58 e 6,90 respectivamente, ou seja plantas com presenca de varias
lesdes alongadas maiores que 3,5 cm em duas ou mais folhas do cartucho (Tabela 2).

No experimento conduzido na regido Noroeste do estado, dentre os genétipos
avaliados, os que apresentaram maiores notas de sintomas de ataque de S. frugiperda
foram 20A78 Hx, BG7061 H, BG7037 H, Celeron TL, P4285 YH e AL Piratininga
(convencional ndo pulverizado), com médias de notas que variaram de 4,95 a 5,96 ou
seja, plantas com poucas lesdes de 1,5 a 3,0 cm nas folhas do cartucho (Tabela 2).

De modo geral, observou-se nas quatro regiées em que foram conduzidos os
experimentos, que a cultivar AL Piratininga apresentou grande indice de desfolha,
resultado este ja esperado, pois além desse cultivar ndo expressar proteina com efeito
inseticida sobre lepiddpteros, ndo foram realizadas pulverizagdes foliares adicionais
para o controle da praga. Os cultivares BG7037 H, 20A78 Hx com a tecnologia

Herculex® (CrylF), e o cultivar P4285 YH com a tecnologia Intrasect® (CrylAb +
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CrylF), mesmo expressando proteinas com efeito inseticida, apresentaram notas de
sintomas de atague acima de 5,0 ou seja, plantas com uma a trés lesdes alongadas
grandes em duas ou mais folhas, em pelo menos trés regides onde foram conduzidos

0S experimentos, portanto, comportando-se como suscetiveis a praga (Tabela 2).

Tabela 2. Notas atribuidas aos sintomas ou injurias de ataque de Spodoptera
frugiperda em cultivares convencionais e transgénicos em quatro Regides do Estado
de Sao Paulo. Safrinha 2014.

. L Regides do Estado de Sao Paulo
Cultivar / Hibridos

Norte M. Paranap. Centro Norte Noroeste
AL Piratininga? 8,40 a 6,34 a 7,68 a 4,95 a
IAC8390 442 b 462 b 7,58 a 4,05 b
DKB177 465 b 333 ¢ 6,90 a 353 b
Celeron TL 7,40 a 281 c 574 b 5,06 a
BG7061 H 7,04 a 336 cC 598 b 5,65 a
BG7037 H 6,91 a 6,33 a 493 b 523 a
20A78 HX 6,85 a 6,45 a 546 b 5,96 a
P6461 H 751 a 7,41 a 548 b 4,03 b
P4285 YH 6,95 a 6,61 a 4,60 b 5,04 a
30A37 PW 4,44 b 508 b 1,89 ¢ 2,88 ¢
2B512 PW 3,78 b 439 b 200 c 250 c
2B210 PW 340 b 3,06 c 198 ¢ 284 ¢
2B433 PW 330 b 485 b 1,46 d 281 c
MG300 PW 268 ¢ 439 b 1,19 d 279 ¢
GNZz9505 PRO 393 b 4,78 b 1,30 d 281 c
DKB340 PRO 3,70 b 369 c 214 ¢ 253 ¢
DKB285 PRO 356 b 398 b 215 ¢ 331 ¢
AG8500 PRO 315 ¢ 361 c 1,28 d 1,70 d
RB9006 PRO 301 ¢c 274 c 1,10 d 1,38 d
DKB350 PRO 292 ¢ 276 c 1,34 d 213 d
BM915 PRO 253 ¢ 4,14 b 193 c 259 c
AS1665 PRO 228 ¢ 190 ¢ 1,34 d 191 d
AG9030 PRO2 258 ¢ 344 c 0,94 d 2,03 d
AG9080 PRO2 245 ¢ 321 c 1,43 d 231 c
Impacto VIP3 0,36 d 0,13 d 0,20 e 0,14 e
Média Geral 4,33 4,14 3,11 3,2
Teste F 28,52** 6,01** 32,39** 33,92**
CV (%) 8,58 16,69 11,87 7,31

1 Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade de erro. **= significativo a 1% de probabilidade.
2Cultivar, demais hibridos
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Nas quatro Regides em que foram conduzidos os experimentos observou-se
que o cultivar transgénico Impacto Vip3, foi o que apresentou as menores médias de
notas atribuidas aos sintomas de ataque de S. frugiperda, abaixo de 1,0, ou seja folhas
levemente raspadas, em todos os locais avaliados, portanto esse cultivar suprimiu as
lagartas da praga, logo no primeiro ou segundo instar larval, e com isso, as plantas
apresentaram poucas desfolha, comportando-se como resistente as lagartas (Tabela
2).

Pertelini et al. (2014) realizaram estudos com o intuito de verificar o0 consumo
foliar de S. frugiperda utilizando hibridos de milho Bt de diferentes tecnologias, eles
constataram que lagartas alimentadas com folhas de hibridos que expressam a
proteina VIP3Aa20 apresentaram 100% de mortalidade nas primeiras 48 horas,
resultados semelhantes ao observado nos experimentos.

Ao verificar as biotecnologias, independente dos cultivares, através das notas
atribuidas aos sintomas de ataque de S. frugiperda, observou-se que as tecnologias
se comportaram de maneira diferente frente ao ataque de S. frugiperda nas diferentes
regides de conducédo dos experimentos (Tabela 3). De acordo com Mendes e Wagquil
(2009), é possivel que o produtor encontre em condicdes de campo respostas
diferenciadas em relacdo ao controle de S. frugiperda com a utilizacdo de
biotecnologias diferentes. Assim, em termos de manejo de praga, € fundamental o
monitoramento das areas, para reduzir o risco de eventuais escapes de lagartas,
mesmo em cultivares com tecnologias que apresentam alta eficiéncia de controle.

Na Regido Norte do Estado, as maiores notas visuais de danos foram atribuidas
para as cultivares convencional (8,40) e tecnologias Total Liberty® (7,40), Herculex®
(7,08) e Intrasect® (6,95). Na regido do Médio Paranapanema, as maiores notas
visuais de injldrias foram atribuidas para a tecnologia Intrasect® (6,61), Convencional
(6,34), Herculex® (5,89) enquanro que na regido Centro Norte, as maiores notas foram
atribuidas para as cultivares: convencional (7,68), convencional pulverizado (7,23) e
Total Liberty® (5,74) e na Regido Noroeste as maiores notas foram atribuidas para a
tecnologia Herculex® (5,22), Total Liberty® (5,06), Intrasect® (5,04) e Convencional
(4,95) (Tabela 3).
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Tabela 3. Comparacédo entre as tecnologias disponiveis em relacdo as notas visuais

de injaria de ataque de Spodoptera frugiperda em quatro regiées do estado
de S&o Paulo. Safrinha 2014.

Regides do estado de Séo Paulo

Tecnologias
Norte M. Paranap. Centro Norte Noroeste
Convencional 8,40 a 6,34 ab 7,68 a 4,95 ab
Conv. Pulv. 453 b 3,98 abcd 7,23 a 3,79 b
Total Liberty®  7,40a 2,81 d 5,74 ab 5,06 ab
Herculex® 7,08 a 5,89 abc 546 b 522 a
Intrasect® 6,95 a 6,61 a 460 b 5,04 ab
PowerCORE® 3,51 bc 4,35 abcd 1,70 ¢ 276 ¢
VT Pro® 313 cd 3,44 cd 1,57 c 2,30 c
VT Pro 2® 2,51 d 3,33 cd 1,18 cd 2,17 c
Viptera 3® 0,36 e 0,13 e 0,20 d 0,14 d
Teste F 68,61** 11,30** 78,80** 54,47**
CV (%) 9,32 18,24 12,99 9,49
Média Geral 4,33 4,14 3,11 3,20

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade de erro. **= significativo a 1% de probabilidade.

Nas diferentes regides produtoras, pdde-se observar que os cultivares com as
tecnologias Herculex® (Cry1F), Total Liberty® (CrylAb), Intrasect® (CrylAb + CrylF)
e convencionais ndo se diferenciaram em termos de ocorréncia de dano, estes dados
diferem daqueles obtidos por Michelotto et al. (2011b), Michelotto et al. (2013) e Nais
et al. (2013) em experimentos realizados em diferentes regides do estado de Sao
Paulo jA h& alguns anos, estes estudos demonstraram que os hibridos de milho
Herculex® foram mais efetivos da reducdo da infestacdo e na reducédo dos danos
ocasionados por S. frugiperda em plantas de milho, em até 2 ou 3 anos de uso destes
hibridos.

Em todas as Regides estudadas, as menores notas foram atribuidas para a
tecnologia Viptera3® (Tabela 3), resultados estes semelhantes aos encontrados por
Moraes et al (2015) em experimentos realizados durante a safra 2010/2011 e
2011/2012 em duas regides do estado de Sao Paulo. No entanto, naquela ocasido
além da tecnologia Viptera Moraes et al. (2015) constataram que a tecnologia
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Herculex® (em Campinas) e Yieldgard® (em Mococa) ainda apresentaram alta
eficiéncia de controle sobre S. frugiperda.

No presente trabalho, foi observado que as tecnologias lancadas mais
recentemente como VTPro®, Powercore® e Viptera3®, apresentam menores danos do
que aos ocasionados nos cultivares TotalLiberty® (Cry1Ab) e Herculex® (CrylF), estes
resultados corroboram os constatados por Waquil et al. (2013), que observaram alta
eficiéncia de controle de hibridos de milho com expressdo da proteina inseticida
CrylA.105 + Cry2Ab2 (VTPro®) sobre S. frugiperda, enquanto que para hibridos de
milho que expressam a proteina inseticida CrylAb (Yieldgard® e Total Liberty®), os
autores recomendaram monitoramento constante, pois, essa tecnologia n&o
apresenta mais alta eficiéncia de controle sobre essa praga.

Estes resultados demonstram que a cada ano vém crescendo a importancia do
monitoramento de S. frugiperda em milho Bt, principalmente sobre milho semeado na
segunda safra pois, verifica-se que com o decorrer dos anos, as tecnologias vém
perdendo eficiéncia de controle em relacdo a esta praga, demonstrando que a
tecnologia de milho Bt, a medida que é utilizada, vai pressionando a evolucédo de
populacfes cada vez mais resistentes as proteinas presentes nas plantas de eventos
especificos. Além disso, a evolucdo da resisténcia pode ser mais rapida a medida que
a area cultivada com determinada biotecnologia aumenta.

De modo geral, observou-se que os cultivares com as tecnologias Herculex®,
Total Liberty® e Optimum Intrasect® que expressam as proteinas inseticidas Cry1F,
CrylAb e CrylAb + CrylF respectivamente, apresentaram notas de sintomas de
ataque acima de 4,0, ou seja plantas com a presenca de 1 a 5 lesdes circulares
pequenas (< 1,5cm) mais a presenca de 1 a 3 lesGes alongadas (entre 1,5 e 3,0cm)
em todas as localidades, evidenciando que ambas as tecnologias ja necessitam de
realizacdo de pulveriza¢des adicionais para o controle de S. frugiperda.

Ambas as tecnologias foram liberadas comercialmente no Brasil a partir do ano
de 2008 e 2009, desde entdo estdo sendo amplamente utilizadas, pois apresentavam
controle satisfatorio sobre S. frugiperda nos anos posteriores ao seu langamento
comercial. Com os resultados observados no presente experimento é possivel

observar que as populagdes de S. frugiperda presentes no estado de S&o Paulo, n&o
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sdo mais controladas por estas tecnologias, evidenciando uma possivel selecdo de
insetos resistentes principalmente ao Cryl1F.

Estes resultados demonstram que devido a utilizacdo incorreta das novas
tecnologias ou eventos novos de milho Bt, a manifestacdo de resisténcia de da em
trés ou quatro safras, e a partir dai, novas populacdes resistentes evoluem nos
hibridos, aumentando a necessidade da realizacdo de pulverizagBes auxiliares de
inseticidas para controlar a praga a niveis econémicos satisfatorios.

Resultados semelhantes foram constatados por Farias et al. (2014), que
detectaram populacfes de S. frugiperda resistentes a CrylF em areas de cultivo de
milho presentes em Barreiras, BA. Estes autores destacam que a evolugcdo da
resisténcia se deu no periodo de trés safras apés a introducédo do milho que expressa
a proteina inseticida CrylF naquela regido, e fatores como o clima tropical e a
utilizacdo de irrigacdo durante o periodo de entressafra permitiu o cultivo de milho
continuamente durante o ano inteiro, aumentando assim a pressdo de selecéo sobre
as populacdes de S. frugiperda presentes nos cultivos dessa cultura.

Muito do que é verificado no Brasil sobre esta alta pressdo seletiva, se deve a
diversos fatores, principalmente a falta de areas de refugios, plantio direto e sucessivo
de milho o ano todo com hibridos da mesma tecnologia, e pelas tigueras ou plantas
de milho espontaneos tolerantes a herbicidas, simultaneamente a tecnologia Bt. Gould
(1998) e Tabashinik et al. (2013) evidenciam a importancia da utilizacéo de taticas que
auxiliem os programas de manejo de resisténcia em insetos as tecnologias Bt,
ressaltando que estes programas sao cruciais para garantir a durabilidade a longo
prazo de culturas Bt.

Em relacdo ao ataque de lagartas nas espigas, observaram-se diferencas
significativas entre os cultivares avaliados nas quatro regides do estado de Sao Paulo.
Na Regido Norte do Estado, o maior porcentual de espigas com sintomas de ataque
foi observado nos cultivares P6461H, BG7061H, BG7037H, 20A78 Hx, AL Piratininga,
BM915 Pro, 2B210 PW, IAC8390, P4385 YH, GNZ9505 Pro, DKB177, Celeron TL,
2B433 PW e RB9006 Pro, sendo que o porcentual de espigas atacadas para estes
cultivos variou de 12,5 a 30,0% (Tabela 4).
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Tabela 4. Espigas atacadas (EA) (%) e Area Consumida (AC) (cm?2) por H. zea em
diferentes cultivares em quatro regides do estado de S&o Paulo. Safrinha

2014.
Cultivar / Regides do Estado de S&o Paulo
Hibridos Norte M. Paranap. Centro Norte Noroeste
EA (%) ACcm? EA (%) ACcm? EA (%) AC cm? EA (%) AC cm?
AL Piratininga® 225a 248 b 27,5a 3,63a 425 b 4,95 a 325a 4,09 a
IAC 8390 175a 181 b 50 b 200 b 60,0 a 4,10 a 225 b 528 a
DKB177 125 b 1,88 b 00 b 000 c 40,0 b 3,85a 37,5a 266 b
Celeron TL 125 b 258 b 15,0 a 2,00 b 55,0 a 2,87a 250 b 4,35 a
BG7061 H 275a 497a 75 b 006 c 55,0 a 4,49 a 52,5a 3,60 b
BG7037 H 250a 225 b 275a 3,83a 57,5a 542 a 425a 5,00 a
20A78 HX 250a 5,58a 175a 1,19 b 45,0 b 2,79a 40,0 a 4,54 a
P6461 H 30,0a 452a 225a 167 b 62,5 a 3,13 a 42,5a 351 b
P4385 YH 150a 079 ¢ 25 b 000 c 52,5a 3,85a 225 b 4,15a
30A37 PW 75 b 115 ¢ 50 b 1,13 ¢ 350 c 3,99 a 40,0 a 354 b
2B512 PW 75 b 128 ¢ 200a 3,00 a 325 ¢ 3,65a 42,5a 399 a
2B210 PW 175a 3,13 b 100 b 1,79 b 300 ¢ 2,18 b 225 b 4,04 b
2B433 PW 125 b 2,03 b 225a 2,68 a 425 b 3,93a 275 b 2,88 b
MG300 PW 00 b 000 ¢ 75 b 200 b 275 ¢ 299a 47,5 a 4,28 a
GNZ9505PRO 150 b 2,56 b 125 b 1,38 b 475 b 3,57 a 35,0 a 3,96 a
DKB340 PRO 25 b 019 ¢ 00 b 000 ¢c 250 ¢ 4,10 a 175 b 6,78 a
DKB285PRO 75 b 156 ¢ 150a 1,09 c 10,0 d 169 b 35,0 a 228 b
AG8500 PRO 50 b 038 ¢ 50 b 025 ¢ 475 b 2,87 a 30,0 b 340 b
RB9006 PRO 125 b 169 ¢ 00 b 000 c 450 b 3,53a 35,0a 5,38 a
DKB350 PRO 100 b 183 ¢ 75 b 113 ¢ 30,0 c 3,60 a 250 b 235 b
BM915 PRO 20,0a 214 b 75 b 194 b 375 ¢ 3,29a 45,0 a 310 b
AS1665 PRO 100 b 126 ¢ 275a 1,90 b 52,5a 3,28a 275 b 226 b
AG9030PRO2 10,0 b 331 b 75 b 038 ¢ 325 ¢ 4,12 a 20,0 b 0,84 ¢
AG9080PRO2 75 b 071 ¢ 175a 3,05a 475 b 4,38 a 350a 344 b
Impacto VIP3 000 b 000 ¢c 00 b 000 c 0,0 d 0,00 c 0,0 c 0,00 c
Media Geral 13,30 2,00 11,60 1,44 40,50 3,46 32,10 3,58
Teste F 3,57 3,18** 5,13* 4,04** 8,84** 3,24** 5,49** 6,26**
CV (%) 65,64 35,90 69,48 34,23 24,97 19,31 30,45 16,48

Médias seguidas da mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott.
**= significativo a 1% de probabilidade
2Cultivar, demais hibridos.

Na regido do Médio Paranapanema, dentre os cultivares, os que apresentaram
0 maior porcentual de espigas atacadas por lagartas foram: AL Piratininga, BG7037
H, AS1665 Pro, P6461 H, 2B433 PW, 2B512 PW, 20A78 Hx, AG9080 Pro2, DKB285
Pro, Celeron TL e GNZ9505 Pro, com média de espigas atacadas que variaram de
12,5 a 27,5%. Dentre as regides que foram conduzidos os experimentos, essa foi a
gue apresentou o menor percentual de ataque de lagartas nas espigas com porcentual
médio de 11,30% de espigas atacadas (Tabela 4).

Ao contrario do observado na regido do Médio Paranapanema, a regidao Centro
Norte foi onde observou-se o maior porcentual de espigas atacadas por lagartas, com
meédia geral de 40,50%. Nessa regido, os cultivares que apresentaram 0s maiores

porcentuais de espigas atacadas por lagartas foram: P6461 H, IAC 8390, BG7037 H,
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Celeron TL, BG7061 H, P4385 YH e AS1665 Pro, com porcentual de espigas atacadas
que variaram de 52,5 a 62,5%, considerando porcentual elevado de ataque (Tabela
4).

Na Regido Noroeste do Estado, os cultivares que apresentaram o maior
porcentual de espigas atacadas foram BG7061 H, MG300 PW, BM915 Pro, BG7037
H, P6461 H, 2B512 PW, 20A78 Hx, 30A37 PW, DKB 177, GNZ9505 Pro, DKB258 Pro
RB9006 Pro, AG9080 Pro2 e AL Piratininga, com porcentual de espigas atacadas que
variaram de 32,5 a 52,5% (Tabela 4).

Ao verificar a intensidade do atague das lagartas, através da &rea consumida
nas espigas, constatou-se que na Regidao Norte do estado, os cultivares P6461 H,
BG7061 Hx e 20A78 Hx, foram os que sofreram ataques de lagartas mais intensos
nas espigas, com média de 4,52, 4,97 e 5,58 cm2 de area consumida respectivamente
(Tabela 4). Na regiao do Médio Paranapanema foi observado que os cultivares 2B433
PW, 2B512 PW, AG9080 Pro2, AL Piratininga e BG7037 H foram os que tiveram maior
area consumida da espiga por lagartas, com médias que variaram de 2,68 a 3,83 cm?,
niveis percentuais um pouco menores que na Regido Norte do Estado (Tabela 4).

Na Regido Centro Norte, com excecéao dos cultivares 2B210 PW, DKB285 Pro
e Impacto Vip3 que apresentaram medias de apenas 2,18, 1,69 e 0,00 cm? de area
consumida, todos os demais cultivares apresentaram maior intensidade de ataque de
lagartas nas espigas, com média de area consumida da espiga que variaram de 2,79
a 5,42 cmz? (Tabela 4). Ja na Regido Noroeste do Estado, os cultivares DKB340 Pro,
RB9006 Pro, IAC 8390, BG7037 H, 20A78 Hx, Celeron TL, MG300 PW, P4385 YH,
AL Piratininga, 2B210 PW, 2B512 PW e GNZ9505 Pro, foram os que apresentaram
maior intensidade de danos provocados por lagartas nas espigas, com médias de
consumo que variaram de 3,96 cm2 a 6,78 cm? (Tabela 4).

Nas quatro regides em que foram conduzidos os experimentos, o cultivar
transgénico Impacto Vip 3, foi o Unico que ndo apresentou espigas danificadas por
lagartas de H. zea ou S. frugiperda, sendo assim, nas quatro regides esse cultivar foi
classificado como o mais resistente, demonstrando alta eficiéncia de controle de
lagartas que atacam as espigas (Tabelas 4 e 5). Barbosa et al. (2012) avaliaram o
efeito das proteinas Bt expressas em milho sobre lagartas de H. zea, e constataram

menor sobrevivéncia de lagartas quando estas foram alimentadas com hibridos que
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expressam a proteina inseticida VIP3aA20, demonstrando a alta eficiéncia dessa
proteina sobre este lepiddptero.

Ao comparar as tecnologias através do porcentual de espigas atacadas,
independentemente dos cultivares nas diferentes regides, observou-se que nas
Regides Centro Norte, Noroeste e Norte os cultivares da tecnologia Herculex®, foram
0S que apresentaram o maior porcentual de espigas atacadas com médias de 55,00%,
44,38% e 26,88% (Tabela 5). Estes resultados sdo divergentes em relacdo aos
constatados por Santos et al. (2009) em experimentos realizados em Indiandpolis,
MG, em que 0s autores constataram que o hibrido 2B688 Hx, que expressa a proteina
inseticida CrylF, na época foi eficiente no controle de lagartas de H. zea, o que nao
aconteceu nos ensaios do presente trabalho. Na regido do Médio Paranapanema, com
excecdo dos cultivares com a tecnologia Viptera 3, que ndo se observou o atague de
lagartas nas espigas, todos os demais cultivares apresentaram porcentual de espigas
atacadas semelhantes sendo que as médias variaram de 2,50% a 18,75% (Tabela 5).

Nas quatro Regibes em que foram conduzidos os experimentos observou-se
gue o cultivar com a tecnologia Viptera3® que expressa as proteinas CrylAb +
VIP3Aa20 nao apresentou sintomas de ataque de lagartas nas espigas (Tabela 5).
Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por Pirotta et al. (2013) em
experimentos conduzidos nas regides Centro Norte e Noroeste do Estado e por
Michelotto el at. (2013), em experimentos conduzidos na regido Noroeste do Estado
de Séo Paulo.

Ao comparar as diferentes tecnologias frente a intensidade dos danos
provocados por lagartas nas espigas, nas quatro regides estudadas, foram
observadas diferencas significativas entre os dados avaliados. Na regido Norte, os
cultivares da tecnologia Herculex® foram os mais suscetiveis, isto €, os que
apresentaram a maior area consumida por lagartas nas espigas com média de 4,33
cm? de area consumida por espiga, na Regido Noroeste além da tecnologia Herculex®
os cultivares da tecnologia Intrasect® foram os que apresentaram espigas com maior
area consumida por lagartas, com médias de 4,35 e 4,15 cm2 respectivamente (Tabela
5).
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Tabela 5. Comparacgéo entre as tecnologias disponiveis em relacdo ao porcentual de
espigas atacadas (EA) (%) e a area consumida da espiga (AC) (cm?) por H. zea em

quatro regides do estado de Sao Paulo. Safrinha 2014.

Regibes do estado de Sao Paulo

Tecnologia Norte M. Paranap. Centro Norte Noroeste
EA (%) AC cm? EA (%) ACcm? EA (%) AC cm? EA (%) AC cm?
Convencional 17,50 ab 2,06 ab 10,83 a 1,88 a 47,50 ab 4,30 a 30,83 ab 4,01 ab
Total Liberty® 12,50 abc 2,59 ab 15,00 a 2,00 a 55,00 ab 2,87a 25,00 ab 4,35a
Herculex® 26,88 a 4,33 a 18,75 a 1,68 a 55,00 a 3,96 a 44,38 a 4,17 ab
Intrasect® 15,00 ab 0,79 b 2,50 a 0,00 b 52,50 ab 3,85a 22,50 b 4,15a
PowerCore® 9,00 bc 152 b 13,00 a 2,11a 33,50 b 3,35a 36,00 ab 3,75 abc
VT Pro® 1031 bc 145 b 10,00 a 0,96 a 36,88 b 324a 31,25 ab 3,69 abc
VT Pro 2® 875 bc 201 b 12,50 a 1,71 a 40,00 ab 4,25 a 27,50 b 2,14 bc
Viptera 3® 0,00 ¢ 0,00 b 0,00b 0,00 b 000 c¢ 000 b 000 ¢ 000 d
Teste F 8,42** 5,93 2,45* 2,58* 14,66** 7,44 14,39** 9,88**
CV (%) 51,18 38,53 78,55 42,79 24,2 19,78 23,14 10,9
Média Geral 13,3 2,00 11,6 1,44 40,5 3,46 32,1 3,59

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade de erro. *, **= significativo a 5 e 1% de probabilidade.

Com relagcédo aos resultados obtidos nas Regides Centro Norte e do Médio
Paranapanema, com excecao dos cultivares com a tecnologia Viptera 3®, em ambas
as regibes e dos cultivares com tecnologia Intrasect na regido do Médio
Paranapanema que nao apresentaram danos ocasionados por lagartas, as demais
tecnologias se comportaram de maneira semelhante, sendo que na regidao Centro
Norte, as médias de danos nas espigas variaram de 2,87 a 4,30 cm2 e na Regido do
Médio Paranapanema as médias de danos nas espigas variaram de 0,96 a 2,11 cm?
(Tabela 5).

Ao observar o parametro estimativa de rendimento de grdos (Kg hat), nota-se
gue ocorreu diferencas significativas entre os dados obtidos das cultivares nas
diferentes regibes. Na Regido Norte observou-se que os cultivares 2B512 PW,
AG8500 Pro, DKB285 Pro, 30A37 PW, 2B210 PW, RB9006 Pro, BM915 Pro,
GNZ9505 Pro, 20A78 Hx, 2B433 PW foram os mais produtivos, com meédias de
produtividade que variaram de 5.329,9 Kg ha! a 6.016,2 Kg ha. J& para o cultivar AL
Piratininga e para o hibrido IAC 8390 verificou-se menor produtividade, com médias
de 3.113,5 e 2.859,0 Kg ha'l, respectivamente (Tabela 6).



34

Tabela 6. Estimativa de rendimento de grdos (Kg ha?) de diferentes cultivares de

milho em quatro regides do estado de S&o Paulo. Safrinha 2014.

Cultivar / Hibridos

Regides do estado de Sao Paulo

Norte M. paranap. Noroeste Centro Norte
AL Piratininga? 3.113,5 d 45481 c 2.588,5 b 3.427,7 b
IAC 8390 2.859,0 d 3.921,7 ¢ 39114 a 4.221,6 a
DKB177 5.170,5 b 6.277,1 a 4.0139 a 2.3804 b
Celeron TL 5.018,8 b 6.687,1 a 4.648,2 a 27216 b
BG7061 H 43069 c 6.294,1 a 3.993,7 a 2.706,6 b
BG7037 H 5.0939 b 5.941,8 b 4.064,1 a 3.607,6 b
20A78 HX 5.329,2 a 6.996,9 a 4.109,9 a 4.970,5 a
P6461 H 42223 ¢ 52819 b 3.0843 b 3.973,0a
P4385 YH 42913 ¢ 5.857,9 b 3.830,1 a 5.033,0 a
30A37 PW 5.670,0 a 7.408,8 a 4.846,9 a 5.026,7 a
2B512 PW 6.016,2 a 7.221,1a 4.928,8 a 4.825,5a
2B210 PW 5.579,9 a 7.128,7 a 46179 a 3.7380 b
2B433 PW 5.300,9 a 6.368,4 a 5.501,1 a 4.871,7 a
MG300 PW 5.1343 b 5.875,9 b 4.471,8 a 3.3835 b
GNZz9505 PRO 5.375,6 a 6.245,5 a 4.846,9 a 3.883,6 a
DKB340 PRO 4.800,8 b 8.469,6 a 3.895,6 a 4.324,1 a
DKB285 PRO 5.788,4 a 6.590,2 a 4.205,7 a 3.005,8 b
AG8500 PRO 5.933,3 a 7.245,7 a 2.6129 b 4.658,0 a
RB9006 PRO 5.451,9 a 6.943,9 a 4.048,2 a 3.3058 b
DKB350 PRO 4.920,0 b 7.192,6 a 4.370,2 a 3.0452 b
BM915 PRO 5.380,4 a 6.285,9 a 4.991,1 a 3.9379 a
AS1665 PRO 48995 b 6.756,1 a 42184 a 2.8939 b
AG9030 PRO2 5.175,3 b 6.651,2 a 4.059,8 a 2.109,0 b
AG9080 PRO2 48723 b 6.962,5 a 4.256,9 a 3.610,1 b
Impacto VIP3 4.626,1 b 7.374,6 a 32784 b 3.1659 b
Teste F 10,65** 6,59** 4,13** 4,19**
CV (%) 9,41 11,34 16,41 22,74
Média Geral 4.973,3 6.501,1 4.121,0 3.713,1

Médias seguidas da mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott.
**= gignificativo a 1% de probabilidade

2Cultivar, demais hibridos.

Na regido do Meédio Paranapanema, os cultivares mais produtivos foram
DKB340 Pro, 30A37 PW, Impacto Vip3, AG8500 Pro, 2B512 PW, DKB350 Pro, 2B210
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PW, 20A78 Hx, AG9080 Pro2, RB9006 Pro, AS1665 Pro, Celeron TL, AG9030 Pro2,
DKB285 Pro, 2B433 PW, BG7061 H, BM915 Pro, DKB177 e GNZ9505 Pro, que
apresentaram produtividades médias que variaram de 6.245,5 a 8.469,6 Kg ha*. No
cultivar AL Piratininga e no hibrido IAC 8390 assim como constatado na Regido Norte
do Estado, foram os menos produtivos com média de 4.548,1 e 3.921,7 Kg ha?,
respectivamente (Tabela 6).

Para o experimento conduzido na Regido Noroeste do Estado, os cultivares
menos produtivos foram: Impacto Vip3, P6461 H, AG8500 Pro e a variedade AL
Piratininga, com média de 3.278,4; 3.084,3; 2.612,9 e 25885 Kg hal,
respectivamente. Os demais cultivares, apresentaram média de produtividade
superior a 3.830,1 Kg ha™!, sendo assim foram classificados pelo teste de significancia
como 0s mais produtivos nessa regiao (Tabela 6).

Na Regido Centro Norte do estado, observou-se que os cultivares mais
produtivos foram, P4385 YH, 30A37 PW, 20A78 Hx, 2B433 PW, 2B512 PW, AG8500
Pro, DKB340 Pro, IAC 8390, P6461 H, BM915 Pro e GNZ9505 Pro, com média que
variou de 3.883,6 a 5.033,0 Kg hal. Os demais cultivares plantados nessa regido
apresentaram produtividade inferior a 3.738,01 Kg ha?, sendo assim foram
classificados pelo teste de significancia como os menos produtivos (Tabela 6).

O cultivar Impacto Vip3 mesmo, apresentando as menores notas de sintomas
visuais de ataque para S. frugiperda e menor percentual de espigas atacadas por
lagartas, foi classificado pelo teste de significAncia como um dos menos produtivos
em duas regides onde foram conduzidos os experimentos, Regido Noroeste e Centro
Norte. No entanto, na regido do Médio Paranapanema, esse cultivar foi classificado
pelo teste de significancia entre os mais produtivos (Tabela 6). Provavelmente essa
baixa produtividade naquelas outras duas regides esta associada a adaptacao que o
cultivar possui. Waquil et al. (2013) ressaltam que a produtividade depende de fatores
ligados a planta e de suas interacdes com as condi¢des edafocliméticas, o que faz
com que varie sensivelmente de um local para outro.

Com respeito ao cultivar AL Piratininga, este foi classificado pelo teste de
significancia entre os menos produtivos, nas quatro localidades onde foram
conduzidos os experimentos, resultados estes ja esperados, pois além de ser um

cultivar convencional (ndo expressa proteina com acao inseticida) ndo foi realizada
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nenhuma pulverizagdo para o controle de lagartas durante a condugédo dos
experimentos. Neste caso, 0 ataque das lagartas-do-cartucho e das espigas,
provavelmente foram as responsaveis pela menor produtividade das plantas nas
parcelas.

O cultivar 20A78 H (Herculex®) que expressa a proteina inseticida Cryl1F,
mesmo sendo classificado entre os cultivares que apresentaram maiores notas de
sintoma de ataque de S. frugiperda e entre 0s cultivares que apresentaram o maior
porcentual de espigas atacadas por lagartas em pelo menos trés regides do Estado,
foi classificado entre os mais produtivos pelo teste de significancia em todas as regioes
onde foram conduzidos os experimentos.

Provavelmente esse cultivar possui uma alta adaptabilidade em diferentes
condicBes edafoclimaticas, sendo essa adaptabilidade proporcionada por fatores
genéticos intrinsecos ao cultivar, pois mesmo com grande desfolha ocasionada por S.
frugiperda, foi tolerante e se comportou de maneira semelhante a produtividade dos
cultivares com a tecnologia Viptera, que foram pouco atacados pela praga, quando a
supressdo das lagartas se deu logo nos dois instares larvais iniciais, consumindo

assim pouca area foliar.
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4. Conclusdes

O hibrido que expressa a proteina VIP3Aa20 é o mais efetivo na supressao de
lagartas de S. frugiperda e H. zea;

Os cultivares avaliados possuem comportamentos genotipico e fenotipico
diferentes em relacéo ao ataque de S. frugiperda nas plantas e H. zea nas espigas;

Dentre as tecnologias, os hibridos que expressam a proteina inseticida CrylF
sd0 0s mais suscetiveis, frente ao ataque de S. frugiperda e H. zea;

Os hibridos que expressam as proteinas Cry1A.105 e Cry2Ab2 apresentaram
os melhores resultados frente ao ataque de S. frugiperda e frente ao ataque de
lagartas nas espigas, além de apresentarem caracteristicas genotipicas para maior
produtividade; e,

Nas regides Centro Norte e Noroeste do Estado de S&o Paulo, a pressao de
ataque de lagartas nas espigas de milho é maior.
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CAPITULO 3 - EFEITO DE PROTEINAS Cry e VIPTERA EXPRESSAS EM
HIBRIDOS DE MILHO Bt NOS PARAMETROS BIOLOGICOS DE
POPULACOES DE Spodoptera frugiperda COLETADAS EM QUATRO
REGIOES DO ESTADO DE SAO PAULO.

RESUMO - No Brasil tem se constatado nos ultimos anos 0 aumento significativo
na adocéao de hibridos de milho Bt que expressam proteinas com acao inseticida para
o controle de lepiddpteros, principalmente visando o controle da lagartas-do-cartucho
S. frugiperda, atualmente considerada a principal praga deste cultivo no Pais. No
entanto, devido a utilizacao de forma sucessiva, sem a adocao de técnicas de manejo
da resisténcia como por exemplo o cultivo de areas de reflgio, em algumas regides,
os hibridos vém apresentando falhas no controle desta praga. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos de hibridos de milho Bt que expressam proteinas,
nos parametros biolégicos de populacdes de S. frugiperda oriundas de quatro regides
do estado de S&o Paulo. Os estudos foram realizados em laboratério utilizando-se
como substrato de alimentacéo seis diferentes hibridos de milho. Para cada populacéo
0s parametros bioldgicos observados foram: duracdo média e viabilidade da fase
larval, duracdo média de viabilidade da fase de pupa, peso médio de lagartas aos 12
dias de idade e de pupas com 24 horas de formacéo, razao sexual, duracéo do periodo
lagarta — adulto, periodo de pré-oviposicdo e oviposicdo numero médio de
posturas/fémeas, longevidade de machos e fémeas. As lagartas alimentadas pelo
hibrido que expressa as proteinas CrylAb + VIP3Aa20 apresentaram 100% de
mortalidade até o segundo instar de idade, suprimindo de maneira mais eficiente as
populacdes da praga logo no 1° instar larval. Os hibridos que expressam as proteinas
CrylA.105 + Cry2Ab2, foram o0s que causaram mais efeitos adversos no
desenvolvimento das lagartas das quatro regides. Os hibridos que expressam as
proteinas inseticidas CrylF e CrylAb + CrylF apresentaram baixos efeitos adversos
para o desenvolvimento das lagartas, indicando que as populacdes presentes nestas

regides sao resistentes a estas proteinas.

Palavras-chave: milho transgénico; VIP3a20; lagarta-do-cartucho;
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CHAPTER 3 - EFFECT OF Cry AND VIPTERA PROTEIN EXPRESSED ON BOT

CORN HYBRIDS IN THE BIOLOGICAL PARAMETERS OF POPULATIONS OF

Spodoptera frugiperda COLLECTED IN FOUR REGIONS OF THE SAO PAULO
STATE.

ABSTRACT - In Brazil, it has been observed in recent years the significant
increase in the adoption of Bt corn hybrids expressing proteins with insecticidal action
for the control of lepidopteran larvae, mainly to control the fall armyworm Spodoptera
frugiperda which is considered the major pest of corn in the country. However, because
the use of successive ways and without the adoption of resistance management
techniques such as the cultivation of refuge areas, in some regions, the corn hybrids
have been presenting deficiencies in the control of the fall armyworm. In this way, the
objective of this study was to evaluate the effects of Bt corn hybrids expressing proteins
in the biological parameters of S. frugiperda populations coming from four regions of
the State of Sdo Paulo. The studies were carried out in laboratory using six different
corn hybrids as feed substrate. To each population the measured biological
parameters were mean duration and viability of the larval phase, duration of pupal
phase, and weight of larvae at 12 days-old and pupae with 24 hours of formation, sex
ratio, duration of the larvae-adult period, pre-oviposition and oviposition period, number
of postures/females, longevity of males and females. The larvae fed on Bt corn hybrid
expressing the CrylAb + VIP3Aa20 proteins presented 100% of mortality until the
second instar suppressing more efficiently the populations of the pest after the first
instar of larvae. The corn hybrids expressing Cry1A.105 + Cry2Ab2 proteins caused
the most adverse effects on the development of larvae coming from the four regions.
The corn hybrids expressing the CrylF and CrylAb + CrylF proteins caused the least
adverse effects during the development of larvae indicating that the populations

present in these regions are resistant to this protein.

Key words: transgenic corn, VIP3a20, fall armyworm.
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1. Introducéao

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) € uma espécie polifaga, tem a capacidade de se alimentar por mais de 80
espécies de plantas economicamente importantes, dentre elas algoddo, milho e soja
(MONNERAT et al., 2006; BARROS et al., 2010).

No Brasil esta espécie é a principal praga da cultura do milho, sendo uma
espécie considerada de dificil controle, principalmente quando se utiliza o controle
quimico, pela dificuldade de atingir as lagartas no interior do cartucho e devido a
resisténcia de populagbes a diversos grupos de inseticidas. Devido a estes fatores
vem crescendo a adoc¢éao de cultivos geneticamente modificados que expressam uma
ou mais proteinas inseticidas para o controle de lepidépteros. No Brasil, na safra
2015/2016, a area total cultivada por milho transgénico foi em torno de 13,5 milhdes
de hectares (CELERES, 2016), dos quais grande maioria € constituida pela utilizac&o
de plantas que expressam proteinas Bt com ac¢éo inseticida.

Em 2007 ocorreu a primeira liberacdo comercial no Brasil para o cultivo de milho
geneticamente modificado, com o evento MON 810 que expressa a proteina inseticida
CrylAb. Até os dias atuais foram liberados comercialmente 32 eventos de milho
geneticamente modificado no Brasil, dos quais 27 apresentam diferentes proteinas
inseticidas em diferentes tecnologias visando ao controle de pragas como S.
frugiperda, Helicoverpa zea (Boddie, 1850), Helicoverpa armigera (Hubner, 1805)
(Lepidoptera: Noctuidae) e Diabrotica speciosa (Germar, 1824) (Coleoptera:
Chrysomelidae) (CTNBio, 2016).

Apesar dos beneficios ecoldgicos do uso do milho geneticamente modificado
como: reducdo na aplicacdo de inseticidas, principalmente os inseticidas de largo
espectro e aumento de produtividade (HUANG et al., 2002); maior protecdo de gréos
armazenados contra os insetos-praga (GILES et al., 2000) e menores niveis de
micotoxinas devido a reduc¢do no dano causado pelas pragas (MUNKVOLD et al.,
1999; DOWD, 2000), existem possiveis problemas relativos ao uso inadequado de
plantas geneticamente modificadas, dentre estes, os principais sdo: selecdo de
populacdes de insetos resistentes as proteinas Bt e impacto das proteinas Bt sobre

as espécies nao-alvo como observado por Funichello et al. (2012).
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Ao longo dos anos, diversos estudos realizados sob condi¢bes de campo, como
os de Michelotto et al. (2011, 2013), Lourencéo; Fernandes (2013), Waquil et al. (2013)
e Moraes et al. (2015), tém demonstrado supressao sobre S. frugiperda. Entretanto,
nas ultimas safras, os hibridos Bt pioneiros disponiveis no mercado estdo com baixos
niveis em relacdo a eficiéncia de controle desta praga, demonstrando ja ha alguns
anos resisténcia de populagdes as plantas Bt.

Desta forma, ha a necessidade de realizar ensaios bioldgicos em laboratorio,
visando identificar os efeitos adversos de hibridos transgénicos, que expressam
diferentes proteinas toxicas, na sobrevivéncia, desenvolvimento e reproducdo desta
importante praga. Estudos de acompanhamento do efeito dos hibridos transgénico Bt
pos-liberacdo no comportamento e biologia dos insetos-praga sdo necessarios e
importantes para o desenvolvimento de estratégias eficientes dentro de um programa
de Manejo Integrado de Pragas, procurando-se manejar populacdes que toleram a
tecnologia.

Dessa maneira, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos eventos
transgénicos de milho, que expressam diferentes proteinas inseticidas, sobre os
aspectos biolégicos de quatro populaces de S. frugiperda em laboratério, oriundas

de quatro regides do estado de S&o Paulo.

2. Material e métodos

2.1 Descric¢ao do local e do cultivo

Os experimentos foram realizados na estacao experimental e no laboratorio de
entomologia do Instituto Mato-grossense do Algoddo (IMAmt), localizada em
Primavera do Leste, MT, na latitude 15° 31' 49" S e longitude 54° 11' 28" W, a 620 m
de altitude.

Os experimentos foram conduzidos entre janeiro e setembro de 2016 e, para
isto utilizou-se uma area de 1.200m?, onde foram semeados de forma escalonada os
hibridos de milho, DKB 390 (Convencional), P3630 H (Herculex® que expressa a
proteina inseticida CrylF), 30F35 HY (Instrasect® que expressa as proteinas
inseticidas CrylAb + CrylF), DKB 390 VTPro (Pro® que expressa as proteinas
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inseticidas CrylA.105 + Cry2Ab2), 2B688 PW (PowerCore® que expressa as
proteinas inseticidas Cry1A.105 + Cry2Ab2 + Cry1F) e Impacto VIP3 (Viptera 3® que
expressa as proteinas inseticidas CrylAb + VIP3Aa20), destinadas ao cultivo e
desenvolvimento das plantas e as coletas de folhas para a realizacdo dos
experimentos em laboratério.

As praticas culturais, tais como adubacdo de plantio e cobertura, foram
realizadas de acordo com as exigéncias de cada hibrido. A semeadura foi realizada
de forma manual adotando-se espacamento entre linhas de 0,9 m. Durante o
experimento ndo houve aplicagbes de inseticidas ou fungicidas, e o controle de
plantas daninhas foi realizado manualmente durante o desenvolvimento das plantas

de milho.

2.2 Criacdo de manutencéao de populacdes de Spodoptera frugiperda

As criacbes e os bioensaios foram mantidos sob condicGes controladas de
temperatura (25£2°C), umidade relativa do ar (655%) UR e fotofase de 14h.

Para a obtencdo das populacdes de S. frugiperda utilizadas para iniciar a
criagcdo em laboratorio, foram coletadas lagartas de varios tamanhos nas plantas de
milho Bt em &reas agricolas localizadas em quatro regides distintas do estado de Séo
Paulo. Os municipios, a regido e as coordenadas geograficas dos locais de coleta

podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1. Locais de coletas de lagartas de Spodoptera frugiperda em quatro regides

do estado de Sao Paulo, Brasil.

Municipio Regiao Coordenadas geograficas
Maracai Médio Paranapanema 22°36'39”S, 50°40'170
Pindorama Centro Norte 21°11°9”S, 48° 5425”0
Votuporanga Noroeste 20°25'22"S, 49° 58'22"0
Guaira Norte 20°19'16’S, 48°18'23” O

Em laboratério, as lagartas coletadas nas quatro regides foram separadas,

identificadas, e individualizadas, sendo oferecido para alimentacéo a dieta artificial a
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base de feijdo adaptada de Greene et al. (1976). A alimentacéo a base da dieta foi
oferecida até as lagartas completarem toda a fase larval. As pupas obtidas foram
separadas por sexo, utilizando-se a metodologia proposta por Butt e Cantu (1962).

Assim que emergidos, os adultos de cada localidade foram acondicionados em
gaiolas constituidas por tubos de PVC de 15 cm de didmetro x 20 cm de altura, cuja
parte superior foi coberta por tecido “voile” fixado por elasticos. Internamente as
gaiolas foram revestidas com papel sulfite para as fémeas realizarem as posturas dos
oVvos e posterior coleta dos mesmos

Para a alimentacédo dos adultos utilizou-se solucado de mel a 10%, embebida
em chumacgo de algodé&o hidréfilo, sendo esta colocada no fundo da gaiola, em um
recipiente cilindrico plastico de 3 cm de didmetro x 2 cm de altura. Esta solucéo foi
trocada diariamente para ndo haver problemas de fermentacdo e contaminacéo por
microrganismos.

A cada 24 horas, as gaiolas foram trocadas e as posturas obtidas foram
acondicionadas em placas de Petri de 0,90 x 15 mm com papel filtro ao fundo, sendo
este umedecido com agua destilada, para evitar a dessecac¢do dos ovos. Apés a
eclosao das lagartas, estas foram transferidas para copos descartaveis contendo um
cubo de dieta artificial, para minimizar o efeito das exigéncias nutricionais e possivel
influéncia no desenvolvimento larval das populacdes estudadas, foram
individualizadas 300 lagartas por localidade.

Apés as lagartas atingirem a fase de pupa, repetiu-se os procedimentos
descritos acima para a obtencdo de uma nova geracao, sendo essa geracao utilizada

para a realizacdo dos experimentos.

2.3 Parametros biolégicos de quatro populacdes de Spodoptera frugiperda

criadas em diferentes hibridos de milho Bt.

Para a obtencdo dos parametros biolégicos do inseto, foram utilizadas lagartas
neonatas (recém eclodidas) provenientes das quatro criacbes de manutencéo de S.
frugiperda, oriundas de cada regido. O experimento foi constituido por 6 tratamentos,

representados pelos hibridos de milho DKB 390 (Convencional), P3630 H (Herculex®),
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30F35 HY (Instrasect®), DKB 390 VTPro (Pro), 2B688 PW (PowerCore®) e Impacto
VIP3 (Viptera 3%).

2.3.1 Fases de larva e de pupa

Para a avaliacdo dos parametros biolégicos referentes a fase larval, para cada
populacdo, e para cada hibrido (tratamento), utilizaram-se 100 lagartas neonatas
(repeticdes), totalizando 600 lagartas/populacédo. As lagartas foram individualizadas
em placas de Petri 90 x 15mm, onde para cada lagarta foi oferecido um pedaco de
folha de tamanho aproximado 80 x 40 mm de seu respectivo hibrido, além disso as
placas revestidas com papel filtro umedecido para evitar a desidratacéo do pedaco de
folha.

As folhas utilizadas para alimentacao das lagartas foram coletadas no campo
experimental em cada area de cada hibrido respectivo (tratamento) e sempre
coletando-se as folhas mais novas da planta. As folhas oferecidas (ad-libitum) foram
trocadas diariamente, de modo a ndo haver falta de alimento, onde também foram
realizadas a higienizacdo e remocédo de fezes até as lagartas. As observacoes de
instares larvais e mortalidade foram realizadas diariamente até as lagartas atingirem

a fase de pupa (Figura 1).

—
Figura 1. Placas de Petri contendo pedacos de folhas de diferentes hibridos de milho,

utilizados para estudos biologicos de populagdes de Spodoptera frugiperda nas fases

de larva e de pupa. Primavera do Leste — MT, 2016.
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Ao atingirem a fase de pupa, as pupas foram pesadas e separadas por sexo,
baseado em Butt e Cantu (1962) e observadas até a emergéncia dos adultos. Os
parametros bioldgicos observados foram: duracdo média e viabilidade da fase larval,
duracdo média e viabilidade da fase de pupa, peso médio de lagartas aos 12 dias de
idade e de pupas com 24 horas de formacao; razdo sexual e duragdo do periodo de
lagarta a adulto. A pesagem das lagartas e pupas foram realizadas com o auxilio de
uma balanca de preciséo de quatro casas decimais e a razdo sexual foi obtida através

da formula: rs = n° de fémeas / n° de fémeas + n° de machos.

2.3.2 Fase adulta

Para a avaliacdo dos parametros biolégicos referentes a fase adulta, utilizaram-
se para cada cultivar (tratamentos), dez casais (repeticdbes) onde foram
individualizados 1 casal por gaiola. As gaiolas utilizadas eram cilindricas, constituidas
por tubos de PVC de 10 cm de diametro x 20 cm de altura, onde na parte superior
foram cobertas por tecido “voile” fixado por elasticos. Internamente, as gaiolas foram
revestidas por papel sulfite branco para as fémeas realizarem a postura facilitando
com isso a posterior coleta diaria dos ovos.

As coletas foram realizadas diariamente para contagem de posturas de cada
casal. Para alimentacao dos adultos foram oferecidos solucéo de mel a 10% embebida
em chumaco de algodédo hidréfilo e colocado no fundo da gaiola, em um recipiente
cilindrico plastico de 3 cm de didametro x 2 cm de altura. Os parametros biolégicos
analisados foram: periodo de pré-oviposi¢cdo e oviposicdo, numero médio total de

posturas/fémea, viabilidade de ovos e longevidade de machos e fémeas.

2.4 Delineamento e anéalise estatistica

Os dados obtidos nos bioensaios foram analisados estatisticamente através de
Analise de Variancia (ANOVA), teste F, e as médias dos tratamentos comparadas pelo
Teste de Tukey a nivel de 5% de significAncia. Para a analise estatistica foi utilizado
0 programa ASSISTAT versao 7.7 (SILVA, 2013). Para atender as necessidades de

normalidade e homocedasticidade, antes de proceder as analises estatisticas, 0s
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dados obtidos de peso na fase de larva e de pupa foram submetidos a transformacéo

de (/x + 0,5) e submetidos a analise de Variancia.
3. Resultados e Discusséao

Para as lagartas de S. frugiperda, oriundas das quatro regiées do estado de
Sao Paulo, alimentadas com o hibrido de milho que expressa as proteinas inseticidas
(CrylAb + VIP3Aa20), observou-se 100% de mortalidade logo no 1° instar larval (2
dias de idade), demonstrando que a proteina VIP3Aa20 € eficiente para a supressao
dessa praga. Sendo assim néo foi possivel realizar as anélises comparativas com os
parametros biolégicos, para lagartas conduzidas neste tratamento.

Peterlini et al. (2014) ao avaliar o desenvolvimento de S. frugiperda utilizando
hibridos de milho de diferentes tecnologias, também observaram mortalidade de 100%
das lagartas logo nas primeiras 48 horas de idade quando estas foram alimentadas
com folhas de milho com expressao da proteina inseticida VIP3Aa20.

Ao observar a duracdo média da fase larval de lagartas sobreviventes de S.
frugiperda, notou-se que as populagdes oriundas das quatro regides do estado de S&o
Paulo, se comportaram de maneira diferente quando utilizadas folhas de hibrido com
expressao de diferentes proteinas inseticidas (Tabela 2).

Em todas as populacdes foram observados menores médias de duragcédo da
fase larval quando as lagartas foram alimentadas pelo hibrido de milho convencional,
sendo a duracdo média do ciclo larval de 17,1 dias para lagartas da regido do Médio
Paranapanema, 17,1 dias para lagartas da regiao Norte, 17,0 dias para lagartas da
regido Noroeste e 17,8 dias para lagartas da regido Norte do estado (Tabela 2).

Para lagartas oriundas da regido do Médio Paranapanema, observou-se maior
meédia de duracdo da fase larval, quando as lagartas alimentaram-se de folhas dos
hibridos que expressam as proteinas (Cry1lA.105 + Cry2Ab2 + CrylF), (Cry1A.105 +
Cry2Ab2) e (CrylF), com a duragdo média de 21,2; 20,6 e 20,4 dias, respectivamente
(Tabela 2). J4 para a populacéo oriunda da regido Noroeste, observou-se maior média
de duracéo da fase larval para lagartas alimentadas com folhas dos hibridos que
expressam as proteinas (CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF), (CrylAb + CrylF) e
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(CrylA.105 + Cry2Ab2) com média de duracdo de 21,07; 20,62 e 19,87 dias,
respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Duracdo média (dias) + Desvio Padrdo, da fase larval de Spodoptera
frugiperda oriundas de quatro regides do estado de Sao Paulo, alimentadas com
folhas de diferente hibridos de milho. Primavera do Leste, MT 2016.

Hibridos M. Paranap. C. Norte Noroeste Norte
Convencional 172+11 ¢ 171+x11 d 170+x10 ¢ 178x19c
CrylAb + CrylF 180+15 b 214+39 b 206%+30a 186+16 b
CrylF 204+25a 196+33 ¢ 183+33 b 18,9+ 1,7 ab
CrylA.105 + Cry2Ab2 +Cry 1F 21,2+25a 255+55a 211+29a 198+ 1,7a
Cry1A.105 + Cry2Ab2 206+ 3,1a 25,7+ 3,7a 199+23a 19,7+16a
CrylAb + VIP3Aa20 2 - - -
Média Geral 19,30 20,90 18,87 18,86
Teste F 55,47** 77,76** 29,91** 17,21*
CV (%) 11,39 15,84 12,97 9,16

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

** Significativo a 1% de probabilidade.

20s dados nao foram submetidos a anélise estatistica devido a 100% de mortalidade no 1° instar.

Nas demais populagbes, observou-se maior média para a duracdo da fase
larval, quando as lagartas foram alimentadas com folhas dos hibridos que expressam
as proteinas (CrylA.105 + Cry2Ab2 + Cryl1F) e (Cry1A.105 + Cry2Ab2), sendo que a
duracéo foi de 19,8 e 19,7 dias para populacéo oriunda da regido Norte e de 25,5 e
25,7 dias para a populagéo oriunda da regido Centro Norte (Tabela 2).

De modo geral, as lagartas oriundas das quatro regides do estado, quando
foram alimentadas com folhas de hibridos de milho geneticamente modificados,
independentemente das proteinas expressas, apresentaram atraso de
desenvolvimento larval, ou seja, apresentaram maior duracéo da fase larval, quando
comparadas com as lagartas que se alimentaram de hibridos de milho convencional.
Buntin et al. (2001) e Fernandes (2003), também observaram resultados semelhantes
para lagarta de S. frugiperda alimentadas por folhas de hibridos de milho
geneticamente modificado. Dutton et al. (2005) ao avaliar o efeito de plantas de milho
Bt sobre Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833) (Lepidoptera: Noctuidae), também

constataram aumento do periodo de desenvolvimento larval, quando lagartas foram
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alimentadas com milho Bt, indicando que a exposicéo continua das lagartas as toxinas
tem efeito deletério para o desenvolvimento larval.

No presente experimento nota-se que, a populacdo do Médio Paranapanema,
foi menos afetada quando as lagartas alimentaram-se com folhas do hibrido de milho
que expressa as proteinas (CrylAb + CrylF), para as populacdes oriundas das
regides Centro Norte e Noroeste, observaram-se menores efeitos quando as lagartas
se alimentaram com folhas do hibrido que expressa a proteina CrylF de forma isolada.
Ja para a populacao oriunda da regidao Norte, os menores efeitos foram observados
quando as lagartas foram alimentadas com folhas dos hibridos que expressam a
proteina (CrylF) e (CrylAb + CrylF) (Tabela 2).

Estes resultados demonstram que as populacfes oriundas das diferentes
regides respondem de forma diferente as proteinas expressas por cada hibrido,
possivelmente, esta relacionada com a pressdo de selecdo exercida devido ao uso
massivo de plantas que expressam uma mesma proteina em cada regido, e 0 ndo uso
do milho convencional na estratégia denominada de refugio.

Em relacdo a viabilidade da fase larval de S. frugiperda, também observou-se
gue as populagdes se comportaram de maneira diferente quando alimentadas nos
diferentes hibridos (Tabela 3). Lagartas oriundas das regides do Meédio
Paranapanema, Centro Norte e Noroeste, apresentaram significativamente maior
viabilidade larval quando alimentadas com folhas do hibrido de milho convencional,
sendo essa viabilidade de 96, 93 e 98%, respectivamente (Tabela 3).

Ja para as lagartas oriundas da regido Norte do Estado, observou-se que todos
os hibridos, com excecéo do hibrido de milho que expressa as proteinas (Cry1lA.105
+ Cry2Ab2 + Cry1F), proporcionaram alta viabilidade larval, ou seja, elevados indices
de sobrevivéncia das lagartas, sendo de 92% para o hibrido de milho convencional,
85% para o hibrido de milho que expressa as proteinas (Cry1lA.105 + Cry2Ab2), 80%
para o hibrido de milho que expressa as proteinas (CrylAb + CrylF) e 77% para o
hibrido de milho que expressa a proteina (CrylF) (Tabela 3).

Estes resultados demonstram que nessa regido as proteinas expressas por
estes hibridos, ndo apresentaram efeito letal satisfatorio sobre lagartas de S.
frugiperda, confirmando a constatacédo de Mendes e Waquil (2009), que a utilizagc&o

de hibridos de biotecnologias diferentes, é possivel que o produtor encontre em
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condicbes de campo respostas diferenciadas em relacdo a supressdo de S.

frugiperda.

Tabela 3. Viabilidade média (%) da fase larval de Spodoptera frugiperda oriundas de
guatro regides do estado de Sao Paulo, alimentadas com folhas de diferente hibridos
de milho. Primavera do Leste, MT 2016.

Hibridos M. Paranap. Centro Norte Noroeste Norte
Convencional 96 a 93 a 98 a 92 a
CrylAb + CrylF 89 ab 71 b 60 b 80 a
CrylF 86 ab 80 ab 49 bc 77 a

Cry1A.105 + Cry2Ab2 + Cry 1F 64 cC 37 ¢ 29 d 40 b
Cry1A.105 + Cry2Ab2 80 b 50 ¢ 36 cd 85 a

Cry1lAb + VIP3Aa20 -2 - - -
Média Geral 83 66 54 75
Teste F 11,16** 27,71*% 38,63* 26,12**
CV (%) 43,56 64,91 80,35 53,01

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

** Significativo a 1% de probabilidade.

20s dados nao foram submetidos a anélise estatistica devido a 100% de mortalidade no 1° instar.

Nas populagbes oriundas das quatro regides, observou-se que lagartas
alimentadas com folhas do hibrido que expressa as proteinas (Cry1A.105 + Cry2Ab2
+ CrylF), apresentaram significativamente menor viabilidade larval em relacdo as
alimentadas com folhas dos demais hibridos (Tabela 3). Bortolloto et al. (2016)
utilizando populagbes oriundas de criacdo massal por cerca de vinte geracgoes,
constataram 100% de mortalidade de lagartas de S. frugiperda e S. eridania quando
alimentadas com graos de milho Bt que expressam as proteinas inseticidas Cry1A.105
+ Cry2Ab2 + CrylF, resultados estes divergentes dos encontrados no presente
experimento. Possivelmente o0s insetos utilizados por estes autores nesse
experimento, estavam suscetiveis a essa proteina inseticida devido ao grande nimero
de geracles passadas em laboratério.

Além da baixa viabilidade larval constatada para lagartas que se alimentaram
das folhas do hibrido de milho que expressa as proteinas (Cry1A.105 + Cry2Ab2 +
CrylF), lagartas oriundas das regides Centro Norte e Noroeste apresentaram baixa

viabilidade da fase larval quando alimentadas pelo hibrido que expressa as proteinas
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(Cry1A.105 + Cry2Ab2), sendo de 50 e 36% respectivamente, indicando que nessas
regibes, estes hibridos apresentam maiores efeitos letais para esta espécie. Em
contrapartida, para as populacfes oriundas das Regides do Médio Paranapanema e
Norte do estado, a viabilidade da fase larval observada para S. frugiperda quando
alimentada no hibrido que expressa as proteinas (Cry1A.105 + Cry2Ab2) foi de 80 e
85% respectivamente (Tabela 3), demonstrando que nestas regides, as proteinas
expressas por estas plantas ja ndo apresentam efeito letal satisfatério para a
supresséao da espécie.

Ao contrario das condi¢cdes locais observadas nas regides do Médio
Paranapanema e Norte do Estado (cultivos de milho de forma sucessiva), os locais
em que foram coletadas as populacdes nas regides Centro Norte e Noroeste,
apresentavam alta diversidade de cultivos. Sendo assim, a pressao de selecédo é mais
baixa sobre as popula¢cdes de S. frugiperda nestes locais, impactando em menor
selecdo de populacgfes resistentes a essas proteinas inseticidas.

Ao verificar a viabilidade larval de S. frugiperda quando alimentadas com folhas
do hibrido de milho que expressa a proteina CrylF, constatou-se que as lagartas
oriundas das regifes do Médio Paranapanema, Centro Norte e Norte do estado
apresentaram alta viabilidade larval, sendo de 86%, 80% e 77%, respectivamente
(Tabela 2). Araujo et al. (2014), ao avaliarem o desenvolvimento de dois biétipos de
S. frugiperda, sendo um coletado em arroz e o outro coletado em cultivos de milho no
estado do Rio Grande do Sul, constataram 100% de mortalidade das lagartas de
ambos os bidtipos (milho e arroz) quando estas foram alimentadas com folhas de
hibridos de milho que expressam a proteina inseticida CrylF, resultados estes
diferentes dos observados nas populacfes de S. frugiperda das quatro regides do
estado de Sao Paulo.

Além disso, as lagartas oriundas das regides do Médio Paranapanema e Norte
do estado, também apresentaram alta viabilidade larval quando alimentadas com
folhas do hibrido de milho que expressa as proteinas (CrylAb + CrylF) sendo de 89%
e 77%, respectivamente (Tabela 3). Esses resultados indicam que nessas regides, 0s
hibridos de milho, que expressam a proteina inseticidas CrylF de forma isolada e

(Cryl1Ab + CrylF), ndo apresentam supressao satisfatoria de S. frugiperda no campo.
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Varios estudos, como os de Lynch et al. (1999); Fernandes et al. (2003);
Mendes et al. (2011), demonstram que a proteina inseticida CrylAb por si sé
apresenta efeito moderado de controle sobre S. frugiperda. Desta forma Storer et al.
(2012), sugerem que um dos fatores que contribuem para o sucesso do manejo da
resisténcia de insetos é a utilizacdo de plantas Bt com mais de uma proteina ativa.

Apesar dessa piramidacao, observou-se no presente experimento, que mesmo
plantas que expressam mais de uma proteina inseticida proporcionaram alta
viabilidade da fase larval de S. frugiperda, principalmente nas popula¢des oriundas
das regides do Médio Paranapanema e Norte do estado. Estas regifes apresentam
caracteristicas similares, com cultivos de milho sendo realizados de forma sucessiva
e pouca rotacdo de cultivos.

Possivelmente essa alta viabilidade larval esta associada ao intensivo uso de
plantas que expressam estas proteinas nestas regides, na qual impacta em maior
pressao de selecdo sobre populacdes de S. frugiperda ali presentes. Desta forma, as
lagartas oriundas destas populacdes ja apresentam alto grau de resisténcia a estas
proteinas.

Ali et al. (2006) e Tabashnik et al. (2008) evidenciaram que a selecao de insetos
resistentes em condicbes de laboratorio tem mostrado uma rapida resposta de
insetos-praga a pressao de selecdo com proteinas Bt, o que evidencia o potencial da
evolucdo da resisténcia em condi¢cbes de campo. Farias et al. (2014) detectaram
populacdes de S. frugiperda resistentes a proteina inseticida CrylF no Brasil. Estes
autores destacam que as condi¢cdes ambientais e o cultivo de milho continuamente
durante o ano inteiro, aumentou a pressao de selecédo sobre as populacdes de S.
frugiperda presentes, sendo estas condigbes determinantes para a evolugédo desta
resisténcia em curto periodo de tempo.

Com relacdo ao peso médio das lagartas que estavam vivas aos 12 dias de
idade, foi observado que as popula¢gBes oriundas das quatro regibes também se
comportaram de maneira diferente quando alimentadas por folhas dos diferentes
hibridos (Tabela 4).

Para a populagéo oriunda da regido do Médio Paranapanema, foi observado
maior peso larval das lagartas alimentadas com os hibridos convencional e que

expressam as proteinas (CrylAb + CrylF), com média de peso de 176,4 e 153,6mg,
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respectivamente (Tabela 4), constatacdo esta, semelhante as encontradas por Tang
etal. (1999) e Viana et al. (2014), ao estudarem a biologia de outros lepidopteros como
Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pluttelidae) e Chrysodeixis includens
(Walker, 1857) (Lepidoptera: Noctuidae) utilizando plantas Bt e ndo Bt.

Estes resultados evidenciam que as lagartas dessa regido estdo mais
adaptadas as proteinas inseticidas CrylAb e CrylF, pois mesmo esta proteina
estando presente na planta, as lagartas se desenvolveram de maneira semelhante as
lagartas alimentadas com folhas de plantas ndo Bt, indicando, portanto, uma possivel

resisténcia desta populagéo a estas proteinas.

Tabela 4. Peso médio (mg) + Desvio Padrdo de lagartas de Spodoptera frugiperda
oriundas de quatro regides do estado de Sao Paulo, alimentadas com folhas de
diferente hibridos de milho. Primavera do Leste, MT 2016.

Hibridos M. Paranap. C. Norte Noroeste Norte
Convencional 176,4 + 66,9 a 185,0+59,4 a 192,1+61,3a 183,6 +439a
CrylAb + CrylF 153,6 +83,6 a 89,9+58,1 b 148,6 £ 78,8 b 84,2+549 c
CrylF 82,8+729 b 103,0+£59,7 b 132,2+91,7 b 144,5+60,0 b
Cry1A.105 + Cry2Ab2 + Cry 1F 79,4+510 b 27,9+280 c 64,8+50,0 d 68,1+253 c
Cry1A.105 + Cry2Ab2 102,9+64,9 b 315+226 ¢ 101,7+57,0 c 94,2+51,0 ¢
CrylAb + VIP3Aa20 2 - - -
Média Geral 119,0 87,5 127,9 1149
Teste F 34,83** 101,18** 59,99** 30,91**
CV (%) 5,47 4,29 3,96 5,43

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. Os dados de peso na fase larval foram transformados V(x+0,5).

** Significativo a 1% de probabilidade.

20s dados nao foram submetidos a andlise estatistica devido a 100% de mortalidade no 1° instar

Nas popula¢des oriundas das demais regides do estado, as maiores médias de
peso larval foram observadas para lagartas alimentadas pelo hibrido convencional,
sendo de 185,0 mg para a populacdo oriunda do Centro Norte, 192,1 mg para
populacdo oriunda do Noroeste e 183,6 mg para populagcdo oriunda do Norte do
estado (Tabela 4). Estes resultados corroboram aos constatados por Mendes et al.
(2011) e Arauvjo et al. (2014), ao avaliarem o desenvolvimento de S. frugiperda

utilizando hibridos de milho Bt e néo Bt.
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Ao verificar quais hibridos proporcionaram a menor média de peso larval,
observou-se que para as lagartas oriundas da regido do Médio Paranapanema, a
menor média de peso foi para lagartas alimentadas pelos hibridos, que expressam as
proteinas (CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF), (Cry1lF) e (CrylA.105 + Cry2Ab2). Para a
populacdo oriunda da regido Centro Norte do estado, as menores médias de peso
larval foram observadas para lagartas alimentadas pelos hibridos que expressam as
proteinas, (CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF) e (CrylA.105 + Cry2Ab2) (Tabela 4).

Para a populacdo oriunda do Noroeste do estado, somente lagartas
alimentadas pelo hibrido que expressa as proteinas (Cry1lA.105 + Cry2Ab2 + CrylF)
apresentaram significativamente a menor média de peso larval. Para populagéo
oriunda da regido Norte do estado as menores médias de peso larval foram
observadas para lagartas alimentadas pelos hibridos que expressam as proteinas
(Cry1A.105 + Cry2Ab2 + CrylF), (CrylAb + CrylF) e (Cry1A.105 + Cry2Ab2) (Tabela
4).

De modo geral, observa-se que lagartas que se alimentaram dos hibridos de
milho que expressam as proteinas (Cry1lA.105 + Cry2Ab2) e (Cry1A.105 + Cry2Ab2 +
CrylF) apresentaram o desenvolvimento mais lento, pois foi constatado nestas
lagartas menor peso e maior duracao do periodo larval. Lynch et al. (1999) ao avaliar
o efeito da proteina CrylAb expressa em hibridos de milho para S. frugiperda,
constataram que a protecdo oferecida por essa toxina na planta ocorre,
primariamente, pela reducdo da taxa de desenvolvimento e ganho de peso de
lagartas. Estes mesmos autores observaram menor consumo foliar de lagartas por
folhas de milho Bt, indicando que ap6s a mordida de prova, a lagarta reduziu a
atividade de alimentacéo, consumindo menos area foliar.

Possivelmente essa reducdo na alimentacao infere em menor ganho de peso,
impactando em maior tempo para o desenvolvimento destas lagartas. Isso em
condi¢cBes de campo, proporciona maior tempo de exposicao destes insetos a fatores
bidticos e abibticos, na qual podem auxiliar no controle natural desta espécie.

Ao observar o parametro peso de pupas com 24 horas de idade, constatou-se
gue as populacdes oriundas das regides do Médio Paranapanema e do Centro Norte,
se comportaram de maneira semelhante frente aos diferentes hibridos (Tabela 5). Foi

observado que lagartas alimentadas durante a fase larval com folhas do hibrido
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convencional e do hibrido que expressa a proteina inseticida CrylF de forma isolada,
apresentaram significativamente maior peso das pupas em relacdo as lagartas
alimentadas durante a fase larval pelos demais hibridos (Tabela 5).

Para as populacdes oriundas das regidoes Noroeste e Norte do estado, foi
observado que lagartas alimentadas durante a fase larval pelo hibrido convencional,
apresentaram significativamente maior peso de pupa em relagdo as lagartas
alimentadas por hibridos que expressam proteinas inseticidas (Tabela 5). No entanto,
para populacdo oriunda da regido Norte do estado, lagartas alimentadas durante a
fase larval por folhas do hibrido que expressa as proteinas (CrylA.105 + Cry2Ab2)
apresentaram significativamente o menor peso de pupa, com peso médio de 151,7mg
(Tabela 5).

Tabela 5. Peso médio (mg) + Desvio Padrdo, de pupas de Spodoptera frugiperda
oriundas de quatro regides do estado de Sao Paulo, alimentadas com folhas de
diferente hibridos de milho. Primavera do Leste, MT 2016.

Hibridos M. Paranap. Centro Norte Noroeste Norte
Convencional 193,6+11,7a 199,2+13,4a 191,1+11,3a 191,3+19,2a
CrylAb + CrylF 167,6 £255b 173,3+29,0b 165,7+29,4b 1648+31,1 b
CrylF 190,4+24,8a 195,1+279a 167,1+21,7b 1656+251 b
CrylA.105 + Cry2Ab2 + Cry 1F  159,1+239b 171,5+299b 164,0+27,1b 1699+26,1 b
Cry1A.105 + Cry2Ab2 162,8+24,3b 170,8+226b 160,9+293b 151,7+22,8 c
CrylAb + VIP3Aa20 -2 - - -
Média Geral 1747 181,9 169,8 168,7
Teste F 42,89** 22,23** 21,63** 29,40**
CV (%) 1,66 1,80 1,69 1,87

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. Os dados de peso na fase larval foram transformados V(x+0,5).

** Significativo a 1% de probabilidade.

2(Os dados nao foram submetidos a analise estatistica devido a 100% de mortalidade no 1° instar

De modo geral, com excecédo de S. frugiperda alimentadas durante a fase larval

pelo hibrido que expressa a proteina (CrylF) oriundas das popula¢des das regides do
Médio Paranapanema e Centro Norte, as médias de peso de pupa foram semelhantes
as constatadas para o hibrido convencional. Por outro lado, todas as demais lagartas

gue se alimentaram durante a fase larval por hibridos de milho Bt, apresentaram
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significativamente menor peso de pupas. Estes resultados foram semelhantes aos
encontrados por Williams et al. (1997), Meyers et al. (1997), Buntin et al. (2001),
Fernandes (2003), Funichello et al. (2013) e Viana et al. (2014), em estudos realizados
com Noctuideos como S. frugiperda, Helicoverpa zea e C. includens. Provavelmente
essa diferenga no peso das pupas se deu pela influéncia negativa exercida pelas
proteinas Bt, no comportamento alimentar dos insetos durante a fase larval.

Ao ser observado o parametro duracdo média do periodo de pupa das fémeas
de S. frugiperda, constatou-se diferencgas entre as populagdes, quando lagartas foram
alimentadas pelos diferentes hibridos durante a fase larval. Para as populagfes
oriundas das regides do Médio Paranapanema e Centro Norte do estado, constatou-
se gue lagartas alimentadas durante a fase larval pelo hibrido convencional,
apresentaram média menor de duracdo da fase de pupa em relacdo as lagartas
alimentadas nos demais hibridos (Tabela 6).

No entanto, ao observar o hibrido que proporcionou maior duracao da fase de
pupa, para populacdo oriunda do Médio do Paranapanema, observou-se que as
lagartas alimentadas durante a fase larval no hibrido que expressa a proteina (CrylF)
apresentou maior duracdo do periodo de pupa. Em contrapartida, na populacdo
oriunda da regido Noroeste, as lagartas que se alimentaram durante a fase larval com
folhas do hibrido que expressa as proteinas (CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF)
apresentaram maior duracao da fase de pupa (Tabela 6).

Para a populacéo oriunda da regido Noroeste do estado, diferente do que foi
observado para populacdo oriunda da regido Centro Norte, as lagartas que se
alimentaram durante a fase larval pelo hibrido que expressa as proteinas (Cry1A.105
+ Cry2Ab2 + CrylF) apresentaram menor média de duracdo da fase de pupa com
meédia de 8,7 dias (Tabela 6). Ja para populacdo oriunda da regido Norte do estado
nao foi observada diferencas significativas na duracédo da fase de pupa em fémeas,
proporcionadas pelos hibridos (Tabela 6).
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Tabela 6. Duracdo média (dias) + Desvio Padréo do estadio de pupa de fémeas de
Spodoptera frugiperda oriundas de quatro regides do estado de S&o Paulo,
alimentadas com folhas de diferente hibridos de milho. Primavera do Leste, MT 2016.

Hibridos M. Paranap. Centro Norte  Noroeste Norte
Convencional 91+0,6 b 91+09 b 95+08a 93x12a
CrylAb + CrylF 9,3+0,9ab 97+10ab 93%*13a 88+0,8a
CrylF 97+12a 96+x10ab 88+0,8ab 93+0,7a
CrylA.105 + Cry2Ab2 +Cry 1F 9,2+ 1,2 ab 102+1,7a 8,7+08 b 92+14a
Cry1A.105 + Cry2Ab2 9,3+0,8ab 95+1,0ab 9,6+0,8a 92+12a
CrylAb + VIP3Aa20 -2 - - -

Média Geral 9,29 9,48 9,31 9,18

Teste F 2,51~ 3,65** 3,60** 1,15ns

CV (%) 10,22 10,94 10,13 11,89

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

ns N&o significativo; * Significativo a 5%; ** Significativo a 1% de probabilidade.

20s dados nao foram submetidos a andlise estatistica devido a 100% de mortalidade no 1° instar.

Observando o periodo de duracdo da fase de pupa em machos de S.
frugiperda, também constatou-se diferencas entre as populacbes das diferentes
regibes quando estas foram alimentadas durante a fase larval, por hibridos
expressando diferentes proteinas inseticidas.

Para populacéo oriunda da regidao do Médio do Paranapanema, constatou-se
menor periodo de duracéo da fase pupa em machos alimentados durante a fase larval
por folhas do hibrido de milho convencional, com média de duracédo de 9,3 dias. Ja
para populagcédo oriunda da regido noroeste constatou-se prolongamento da fase de
pupa quando os machos se alimentaram durante a fase larval pelo hibrido de milho
gue expressa a proteina (CrylF), com média de duracéo de 10,8 dias (Tabela 7).

Para populacfes oriundas das demais localidades, ndo foram constatadas
diferencas na duracdo da fase de pupa para machos de S. frugiperda alimentados
durante a fase larval com folhas de diferentes hibridos de milho (Tabela 7).

De modo geral, independentemente da proteina expressa pelas plantas, ao ser
comparada a duracéo da fase de pupa entre machos e fémeas, foi constatada maior
duracédo da fase de pupa para machos de S. frugiperda (Tabelas 6 e 7). Essa diferenca
na duracao da fase pupal entre 0os sexos, ja havia sido relatada em outros trabalhos
como os realizados por Giolo et al. (2001); Fernandes (2003) e Rosa et al. (2012).
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Tabela 7. Duracdo média (dias) + Desvio Padrdo do estadio de pupa de machos de
Spodoptera frugiperda oriundas de quatro regides do estado de S&o Paulo,
alimentadas com folhas de diferente hibridos de milho. Primavera do Leste, MT 2016.

Hibridos M. Paranap.  Centro Norte Noroeste Norte
Convencional 93+06 b 10,1+0,7a 9607 b 97+11la
CrylAb + CrylF 10,3+09a 106+15a 99+08 b 9,1+10a
CrylF 10,7+13a 102+13a 108+0,8a 9,3+x09a
CrylA.105 + Cry2Ab2 + Cry 1F 102+11a 112+22a 9717 b 95x15a
Cry1A.105 + Cry2Ab2 104+11a 106+13a 98+11 b 94+09a
CrylAb + VIP3Aa20 -2 - - -
Média Geral 10,14 10,44 9,94 9,41
Teste F 12,73** 2,19ns 5,77** 1,56ns
CV (%) 10,05 12,75 9,83 11,15

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nao diferem significativamente entre si pelo Teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

ns N&o significativo; ** Significativo a 1% de probabilidade.

20s dados nao foram submetidos a andlise estatistica devido a 100% de mortalidade no 1° instar.

Bavaresco et al. (2004) constataram que a ocorréncia de protogenia é um
mecanismo que reduz a probabilidade de acasalamento entre individuos da mesma
postura, permitindo assim que as fémeas, emergindo antes que os machos, voem
para outros locais e acasalem com machos provenientes de outras posturas,
reduzindo assim a ocorréncia de consanguinidade.

Ao observar os dados de viabilidade das pupas (independente do sexo) de S.
frugiperda, constatou-se que as populacbes oriundas das regibes do Médio
Paranapanema, Noroeste e Norte do estado apresentaram maior viabilidade de
pupas, quando as lagartas se alimentaram durante a fase larval com folhas do hibrido
de milho convencional (Tabela 8). Fernandes (2003), constatou resultados
semelhantes ao avaliar o efeito de milho geneticamente modificado sobre a viabilidade
da fase de pupa de S. frugiperda. Portanto, sugere-se que esta reducao na viabilidade,
pode estar relacionada a producao de hormdnios relacionados a pupacéao das lagartas
gue néo foram produzidos satisfatoriamente no desenvolvimento do inseto ocasionado
pela presenca das proteinas Cry.

Ja para a populacéo oriunda da regido Centro Norte do estado, contatou-se que
o hibrido que expressa a proteina CrylF de forma isolada e o hibrido que expressa as
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proteinas (Cry1lA.105 + Cry2Ab2), ndo reduziram de forma significativa a viabilidade
pupal (Tabela 8).

Com relacéo ao efeito das proteinas na viabilidade pupal para as populacdes
oriundas das diferentes regides, constatou-se que, para regido do Meédio
Paranapanema a menor viabilidade de pupas foi proporcionada quando as lagartas
se alimentaram durante a fase larval pelos hibridos de milho que expressam as
proteinas (CrylAb + CrylF) e (CrylA.105 + Cry2Ab + CrylF) (Tabela 8).

Para a populacao oriunda da regiao Noroeste, os maiores efeitos deletérios na
biologia de S. frugiperda foram observados quando os insetos se alimentaram durante
a fase larval pelos hibridos que expressam as proteinas (CrylAb + CrylF) e (CrylF).
Entretanto para a populacao oriunda da regido Norte do estado, observou-se que além
dos hibridos que expressam essas proteinas, o hibrido que expressa (CrylA.105 +
Cry2Ab2 + CrylF) também foi responséavel pela reducéo da viabilidade pupal, e para
a populacao oriunda do Centro Norte, a reducao foi significativa somente quando as
lagartas se alimentaram com o hibrido que expressa as proteinas (CrylAb + CrylF)
(Tabela 8). Estes resultados confirmam a hipotese que o efeito exercido pelas
proteinas presentes em cada hibrido € diferente para as populacdes de lagartas de

cada regiao.

Tabela 8. Viabilidade média (%) da fase de pupa de Spodoptera frugiperda oriundas
de quatro regiées do estado de Sdo Paulo, alimentadas com folhas de diferente
hibridos de milho. Primavera do Leste, MT 2016.

Hibridos M. Paranap. Centro Norte Noroeste Norte
Convencional 979 a 98,9 a 96,9 a 97,8 a

CrylAb + CrylF 854 b 732 b 833 b 850 b

CrylF 89,5 ab 91,2 a 816 b 857 b

CrylA.105 + Cry2Ab2 + Cry 1F 828 b 83,8 ab 93,1 ab 850 b

Cry1lA.105 + Cry2Ab2 92,5 ab 92,0 a 94,4 ab 88,2 ab
CrylAb + VIP3Aa20 -2 - - -

Média Geral 90,12 88,82 90,44 89,04

Teste F 3,36** 7,78** 3,51** 2,59*

CV (%) 32,78 34,15 31,98 34,84

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

* Significativo a 5%; ** Significativo a 1% de probabilidade.

20s dados nao foram submetidos a andlise estatistica devido a 100% de mortalidade no 1° instar.
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Em relacdo a duracéo do periodo larva-adulto de S. frugiperda observou-se que
as populacdes se comportaram de maneira diferente quando alimentadas pelos
diferentes hibridos (Tabela 9).

Para as populacdes oriundas das regides do Médio Paranapanema e da Regiao
Norte do estado, foi observado menor duragdo do periodo larva-adulto quando as
lagartas se alimentaram durante a fase larval pelo hibrido de milho convencional e
pelo hibrido que expressa as proteinas (CrylAb + CrylF) (Tabela 9).

Na Regido Noroeste do Estado, o menor periodo larva-adulto foi observado,
quando as lagartas se alimentaram durante a fase larval pelo hibrido convencional e
pelo hibrido que expressa a proteina (CrylF). Ja para regido Centro Norte o0 menor
periodo de desenvolvimento foi observado quando as lagartas se alimentaram durante
a fase larval pelo hibrido convencional, com média de duracédo de 28,42 dias (Tabela
9).

Tabela 9. Duracdo média (dias) + Desvio Padrdo do periodo larva - adulto de
Spodoptera frugiperda oriundas de quatro regides do estado de S&o Paulo,
alimentadas com folhas de diferente hibridos de milho. Primavera do Leste, MT 2016.

Hibridos M. Paranap. Centro Norte Noroeste Norte
Convencional 278+13a 284+27a 272x13a 273x21la
CrylAb + CrylF 275+18a 309+44 b 299+34 b 27,71, 7a
CrylF 304+2,7 b 295+26ab 279+31la 28,1+2,1ab
Cry1A.105 + Cry2Ab2 + CrylF 30,6+2,1 b 365%+6,1 ¢ 298+28b 292+21 b
Cry1A.105 + Cry2Ab2 30,3+3,1 b 357+41 ¢ 295+23b 290+21 b
CrylAb + VIP3Aa20 -2 - - -
Média Geral 29,17 31,11 28,51 28,13
Teste F 35,57* 49,58** 13,95* 10,54**
CV (%) 7,72 11,88 8,78 7,14

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

** Significativo a 1% de probabilidade.

20s dados nao foram submetidos a andlise estatistica devido a 100% de mortalidade no 1° instar.

De modo geral, observa-se que as populagfes oriundas das regides do Médio
Paranapanema e Norte do estado, sdo pouco afetadas pelo hibrido que expressa as
proteinas (CrylAb + CryF), enquanto que, para a populacéo oriunda da regiao norte

€ pouco afetada pelo hibrido que expressa a proteina (CrylF) de forma isolada.
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Provavelmente o baixo efeito destas proteinas na biologia de S. frugiperda esta
relacionado ao uso inadequado destas tecnologias nestas regides. No Brasil plantas
de milho que expressam as proteinas inseticidas como CrylAb e CrylF estédo
liberadas comercialmente desde o ano de 2007 e 2008 respectivamente, enquanto
que plantas que expressam ambas as proteinas, foram liberadas comercialmente a
partir de 2011 (CTNBio, 2016).

Sendo assim, dentre os eventos liberados para plantas de milho, séo estas as
proteinas com maior tempo de exposi¢cdo no campo. A utilizacdo de forma constante
destes hibridos ao longo dos anos, e sem a adocdo de medidas de manejo da
resisténcia, como por exemplo o plantio da area de refagio com plantas convencionais,
impacta em maior pressao de selecdo, acarretando a perda de eficiéncia destas
plantas sobre insetos-praga.

Observou-se em todas as regifes, que dentre todos os hibridos utilizados, os
hibridos que expressam as proteinas inseticidas (Cry1A.105 + Cry2Ab2) e (Cry1A.105
+ Cry2Ab2 + Cryl1F) prolongaram o periodo de desenvolvimento de S. frugiperda. No
entanto, mesmo com este efeito, as lagartas conseguiram se desenvolver, empupar e
chegar na fase adulta para copular e produzir mais ovos e novas lagartas.

Carrieri e Tabashnik (2001) citam que essa desvantagem sofrida por insetos
resistentes ao Bt em plantas Bt em relagéo a plantas nao Bt é chamada de resisténcia
incompleta. Estes efeitos adversos, podem ser provocados por elevadas
concentracfes de toxinas expressa pelas plantas (Tabashnik e Carrieri, 2004).

Em relacdo a longevidade dos adultos, foi verificado a longevidade de
mariposas fémeas, foi constatado diferencas significativas proporcionadas pelas
proteinas Bt nas quatro populacdes (Tabela 10).

Para as populacdes oriundas das regidbes Médio do Paranapanema, Centro
Norte e Norte do estado, foi observado que fémeas que se alimentaram durante a fase
larval pelo hibrido que expressa as proteinas (CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF)
apresentaram em média menor longevidade. Para a populacdo oriunda da regido
Noroeste contatou-se menor durag¢éo na longevidade em fémeas que se alimentaram
durante a fase larval pelo hibrido que expressa as proteinas (Cry1A.105 + Cry2Ab2)
(Tabela 10).
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Fernandes (2003) constatou resultados semelhantes aos obtidos no presente
experimento, em relacéo a longevidade de machos e fémeas de S. frugiperda durante
as duas primeiras geracfes quando estas foram alimentadas durante a fase larval por

folhas de hibrido de milho que expressa a proteina inseticida CrylAc.

Tabela 10. Longevidade (dias) + Desvio Padrédo de mariposas fémeas de Spodoptera
frugiperda oriundas de quatro regides do estado de Sao Paulo, alimentadas com
folhas de diferente hibridos de milho. Primavera do Leste, MT 2016.

Hibridos M. Paranap. Centro Norte Noroeste Norte
Convencional 119+19a 119+28ab 120+24a 115x19a
CrylAb + Cry1lF 122+ 39a 13,7+4,2a 11,1+ 34 ab 99+29ab
CrylF 115+ 3,5a 115+39ab 113+32ab 116+29a
CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF 91+23 b  9,1+46 b 115+15ab 91+24 b
Cry1A.105 + Cry2Ab2 11,1+3,1ab 12,7+31a 89+29 b 11,1+29ab
CrylAb + VIP3Aa20 - - - -
Média Geral 11,34 12,04 11,20 10,91
Teste F 4,56** 4,07* 4,31%* 4,14**
CV (%) 27,10 29,74 24,69 23,80

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nao diferem significativamente entre si pelo Teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

** Significativo a 1% de probabilidade.

20s dados nao foram submetidos a analise estatistica devido a 100% de mortalidade no 1° instar.

Ja ao observarmos a longevidade de mariposas machos de S. frugiperda,
constatou-se que nao houve diferencas significativas influenciadas pelas proteinas Bt
expressas pelos hibridos, em nenhuma das quatro populagées, sendo que o periodo
médio de longevidade de machos, variou de 8,5 a 11,6 dias (Tabela 11).

Viana (2014) observou resultados semelhantes ao avaliar a longevidade de
adultos de C. includens alimentados durante a fase larval com cultivares Bt de
algodoeiro, no entanto essa constatacao se deu para mariposas de ambos 0s sexos
nao quando os insetos se alimentaram durante a fase larval por folhas de algodoeiro

que expressam a proteina CrylAc ou por plantas convencionais.
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Tabela 11. Longevidade (dias) = Desvio Padrdao de mariposas macho de Spodoptera
frugiperda oriundas de quatro regides do estado de Sao Paulo, alimentadas com
folhas de diferente hibridos de milho. Primavera do Leste, MT 2016.

Hibridos M. Paranap.  Centro Norte Noroeste Norte
Convencional 11,0+1,7a 109+18a 10,5+15a 10,98+x20a
CrylAb + CrylF 100+x25a 116+36a 10,1+3,3a 10,14+35a
CrylF 10,7+ 3,2a 11,7+42a 105+25a 10,94+3,0a
Cry1A.105 + Cry2Ab2 + CrylF 9,2+27a 9,4+3,7a 86+13a 9,73+3,3a
Cry1A.105 + Cry2Ab2 10,6 + 3,8 a 99+29a 105+19a 10,51+28a
CrylAb + VIP3Aa20 -2 - - -
Média Geral 10,42 10,87 10,22 10,55
Teste F 2,16 2,28 1,78ns 1,03ns
CV (%) 27,30 30,26 21,28 26,47

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

ns N&o significativo

20s dados nao foram submetidos a andlise estatistica devido a 100% de mortalidade no 1° instar.

Considerando o efeito dos tratamentos sobre a razdo sexual de S. frugiperda,
constatou-se que as lagartas das quatro populacdes, ao se alimentaram do hibrido de
milho convencional apresentaram razdo sexual proximas de 0,50, ou seja, uma fémea
para cada macho (Tabela 12). Para as populacées do Médio Paranapanema e do
Norte do Estado, verificou-se que ao se alimentar dos hibridos de milho Bt que
expressam as diferentes proteinas inseticidas, os insetos apresentaram razdo sexual
préximas de 0,50.

Estes resultados corroboram aos constatados por Giles et al. (2000), ao estudar
os efeitos de grdos de milho geneticamente modificado expressando as proteinas
CrylAb, CrylAc e Cry9C na biologia de Plodia interpuctella (Hubner, 1813)
(Lepidoptera: Pyralidae). Fernandes (2003) ao avaliar o efeito do milho geneticamente
modificado expressando a proteina CrylAC em S. frugiperda também encontraram
resultados semelhantes.

Giolo et al. (2001) ao avaliarem os parametros biolégicos de S. frugiperda
oriundas de diversas localidades e de diferentes hospedeiros, constataram que a
razao sexual variou entre 0,41 e 0,52, resultados semelhantes aos observados para

ambas as localidades no presente experimento.



66

Jé para as populagdes oriundas das outras duas regiées do estado, observou-
se razdo sexual de 0,38 (Centro Norte) e 0,37 (Noroeste) quando 0s insetos se
alimentaram durante a fase larval pelos hibridos que expressam as proteinas
inseticidas (Cryla.105 + Cry2Ab2 + CrylF) e (CrylF), respectivamente (Tabela 12).
Estes resultados demonstram que as proteinas expressas por estes hibridos, podem
ter afetado de forma indireta a razdo sexual de S. frugiperda proporcionando a
sobrevivéncia de um maior niumero de machos. Resultados diferentes foram
observados por Viana (2014) ao avaliar o efeito de cultivares transgénicas de
algodoeiro sobre C. includens. Naquela ocasido foi constatada razéo sexual de 0,61,
ou seja, maior numero de fémeas sobreviventes, quando os insetos se alimentaram
durante a fase larval com folhas de cultivar de algodoeiro que expressam a proteina

inseticida CrylAc.

Tabela 12. Razdo sexual de Spodoptera frugiperda oriundas de quatro regibes do
estado de S&o Paulo, alimentadas com folhas de diferente hibridos de milho.
Primavera do Leste, MT 2016.

Hibridos M. Paranap. Centro Norte Noroeste Norte

Convencional 0,52 0,52 0,51 0,53

Cry1Ab + Cry1F 0,45 0,49 0,58 0,48

CrylF 0,45 0,44 0,37 0,44

Cry1A.105 + Cry2Ab2 + Cry1F 0,48 0,38 0,56 0,43

Cry1A.105 + Cry2Ab2 0,48 0,52 0,59 0,53
CrylAb + VIP3Aa20 -2 - - -

2Foi observado 100% de mortalidade das lagartas logo no 1° instar.

Com relacéo ao efeito dos diferentes hibridos, no periodo de pré-oviposicéo de
fémeas de S. frugiperda, para as populacbes oriundas das regibes do Médio
Paranapanema e Centro Norte do estado, ndo foram observadas diferencas
significativas influenciadas pelas proteinas expressas pelos diferentes hibridos, pois
os periodos de pré-oviposicao observados variaram de 2,9 a 5,0 dias (Tabela 13).
Santos et al. (2004) ao avaliar a fertilidade e longevidade de S. frugiperda em
diferentes gendtipos de milho, constaram periodo de pré-oviposicdo que variou de
3,94 a 4,78 dias em condicdes de temperatura de (25+1°C; 10%UR) periodo estes

préximos aos observados no presente experimento.
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J& para as populacdes oriundas das regides Noroeste e Norte do estado,
observou-se diferencas significativas para o periodo de pré-oviposicéo (Tabela 13).
Para populacéo oriunda da regido Noroeste do estado, insetos que se alimentaram
durante a fase larval com o hibrido que expressa as proteinas CrylAb + CrylF
apresentaram menor periodo de pré-oviposicao com média de 4,2 dias. Ja insetos que
se alimentaram durante a fase larval pelo hibrido que expressa as proteinas
(Cry1A.105 + Cry2Ab2 + CrylF) apresentaram menor meédia de duracdo do periodo
de pré-oviposi¢cao, com média de apenas 2,6 dias (Tabela 13).

Para a populacéo oriunda da regido Norte do estado, constatou-se maior média
de duracéo do periodo de pré-oviposicao, quando os insetos se alimentaram durante
a fase larval pelo hibrido de milho que expressa as proteinas (Cry1lA.105 + Cry2Ab2)
e menor média de duracdo quando os insetos se alimentaram durante a fase larval
pelo hibrido convencional e pelo hibrido que expressa as proteinas (CrylA.105 +
Cry2Ab2 + CrylF) com média de duracgdo de 3,6 e 3,5 dias, respectivamente (Tabela
13).

Fernandes (2003) constatou resultados semelhantes aos obtidos no presente
experimento, para as popula¢gdes oriundas das regiées do Médio Paranapanema e
Centro Norte do estado, neste caso nao houve diferencas significativas entre os dados
de fémeas, cujas lagartas se alimentaram de hibridos convencional e transgénicos. Ja
Viana (2014) ao avaliar o periodo de pré-oviposicdo de fémeas de C. includens
alimentada durante a fase larval em cultivares convencionais e transgénicas de
algodoeiro, constatou menor periodo de pré-oviposi¢cdo em insetos alimentados com
folhas da cultivar convencional, resultados estes que corroboram os constados para a

populacao oriunda do Norte do estado.
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Tabela 13. Periodo de Pré-Oviposicéo (dias) + Desvio Padrdo de mariposas fémeas
de Spodoptera frugiperda oriundas de quatro regibes do estado de Sé&o Paulo,
alimentadas com folhas de diferente hibridos de milho. Primavera do Leste, MT 2016.

Hibridos M. Paranap. Centro Norte Noroeste Norte
Convencional 32+x10a 39+0,7a 35+x0,5ab 36x11 b
CrylAb + CrylF 29+0,6a 49+12a 42+04a 4,4+13ab
CrylF 32+09a 50+x0,8a 35+14ab 4,1+0,8ab
CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF  36+17a 37+18a 26+10 b 35+03 b
Cry1A.105 + Cry2Ab2 3,1+0,6a 40+x16a 46+12a 48+05a
Cry1Ab + VIP3Aa20 - - - -
Média Geral 3,2 4.3 3,7 4,1
Teste F 0,59m 2,16 6,38** 3,54*
CV (%) 32,74 30,20 26,06 22,46

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nao diferem significativamente entre si pelo Teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

ns N&o significativo; * Significativo a 5%; ** Significativo a 1% de probabilidade.

20s dados nado foram submetidos a andlise estatistica devido a 100% de mortalidade no 1° instar.

Em relacéo ao efeito dos diferentes tratamentos no periodo de oviposicado de
fémeas de S. frugiperda, observou-se que para as populacdes oriundas das regides
do Médio Paranapanema e Centro Norte, ndo foram observadas diferencas
significativas proporcionadas pelos diferentes hibridos, sendo que a duragdo média
variou de 4,7 a 5,7 dias (Tabela 14).

Para as populacdes oriundas das regides Centro Norte e Norte do estado,
foram observadas diferencas significativas quando se utilizou os diferentes hibridos
como substrato de alimentacdo durante a fase larval. Para a populacéo oriunda da
regido Centro Norte, quando os insetos se alimentaram durante a fase larval com
folhas do hibrido convencional e do hibrido que expressa as proteinas (Cry1lA.105 +
Cry2Ab2) foi observada maior duracdo do periodo de oviposicdo com médias de
duragcdo de 5,2 e 5,0 dias respectivamente. Ao se utilizar como substrato de
alimentacdo o hibrido que expressa as proteinas (CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF)
observou-se menor média de duragdo do periodo de oviposicdo com média de 3,2
dias (Tabela 14).
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Tabela 14. Periodo de Oviposigéo (dias) + Desvio Padrdo de mariposas fémeas de
Spodoptera frugiperda oriundas de quatro regides do estado de S&o Paulo,
alimentadas com folhas de diferente hibridos de milho. Primavera do Leste, MT 2016.

Hibridos M. Paranap. Centro Norte Noroeste Norte
Convencional 57+05a 52+0/6a 49+0,6a 55+0,7a
CrylAb + CrylF 53+0,5a 4,7+1,3ab 54+28a 57+05a
CrylF 52+10a 4,3+1,8ab 58+11a 6,3+1,6a
CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF 49+12a 3,2+08 b 50+£22a 46+15ab
Cry1A.105 + Cry2Ab2 49+14a 50x14a 47+09a 3420 b
Cry1Ab + VIP3Aa20 - - - -
Média Geral 5,2 4,5 5,2 51
Teste F 1,13ns 3,84** 0,63 6,71**
CV (%) 18,93 28,51 33,81 27,03

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

ns N&o significativo; ** Significativo a 1% de probabilidade.

20s dados nao foram submetidos a andlise estatistica devido a 100% de mortalidade no 1° instar.

Ja para a populacéo oriunda da regido Norte do estado, observou-se maior
média de duracdo do periodo de oviposicdo quando os insetos se alimentaram
durante a fase larval pelos hibridos: convencional, que expressam as proteinas
(CrylAb + CrylF) e (CrylF) de forma isolada com médias de duragdo de 5,5; 5,7 e
6,3 dias respectivamente. Ao utilizar como substrato alimentar durante a fase larval o
hibrido que expressa as proteinas (CrylA.105 + Cry2Ab2) foi observado a menor
duracéo do periodo de oviposicdo com média de 3,4 dias (Tabela 14).

Fernandes (2003) ao avaliar o periodo de oviposicdo de fémeas de S.
frugiperda constatou diferencas significativas somente na primeira geracédo (F1) ao
comparar insetos alimentados durante a fase larval com hibridos convencional e que
expressam a proteina CrylAb. Na ocasido o autor atribuiu que essa diferenca
provavelmente ocorreu devido a fatores ambientais ou genéticos e ndo propriamente
devido a proteina CrylAb expressa pela planta.

No presente experimento, nota-se que 0s menores valores encontrados para o
periodo de oviposi¢do sdo de 3,2 dias proporcionado pelo hibrido que expressa as
proteinas (CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF) e para a populacdo oriunda da regiao
Centro Norte foi de 3,4 dias no hibrido que expressa (Cry1A.105 + Cry2Ab2). Para a

populacdo oriunda da regido Norte, provavelmente essa menor duragdo do periodo
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de oviposicao foi influenciada pelas proteinas presentes nestes hibridos, uma vez que
se observou efeitos adversos causados por estas proteinas em outros parametros
avaliados no presente experimento.

Ao considerar os dados do numero médio de posturas/fémea de S. frugiperda,
constatou-se diferencas significativas influenciadas pelos hibridos nas populagfes
oriundas das quatro regifes (Tabela 15). Para a populacdo oriunda da regido do Médio
Paranapanema, constatou-se maior numero médio de posturas/fémea quando os
insetos se alimentaram durante a fase larval pelo hibrido convencional e pelo hibrido
que expressa as proteinas (CrylAb + CrylF) com médias de 5,5 e 6,2 posturas/fémea,

respectivamente (Tabela 15).

Tabela 15. Numero médio + Desvio Padrdo de postura por fémeas de Spodoptera
frugiperda oriundas de quatro regides do estado de Sdo Paulo, alimentadas com
folhas de diferente hibridos de milho. Primavera do Leste, MT 2016.

Hibridos M. Paranap. Centro Norte Noroeste Norte
Convencional 55+15a 45+16a 48+0,8a 51+1,0ab
CrylAb + CrylF 6,2+09a 35+1,1ab 24+13 ¢ 57x13a
CrylF 4,7+0,5ab 3,3+0,8ab 42+1,2ab 52+1,0ab
CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF 3,6+13 b 23+x05 b 25+11 ¢ 42+15 bc
Cry1A.105 + Cry2Ab2 38+x18 b 2611 b 29+0,7 bc 36+08 c
CrylAb + VIP3Aa20 - - - -
Média Geral 4,76 3,24 3,36 4,76
Teste F 7,72%* 6,44** 10,68** 5,48**
CV (%) 26,97 33,05 31,05 23,97

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

ns N&o significativo; * Significativo a 5%; ** Significativo a 1% de probabilidade.

20s dados nao foram submetidos a analise estatistica devido a 100% de mortalidade no 1° instar

Para as populac¢des oriundas das Regides Centro Norte e Noroeste do estado,
observou-se maior nimero médio de posturas/fémea quando 0s insetos se
alimentaram durante a fase larval no hibrido convencional com média de 4,5 e 4,8
posturas/fémea, respectivamente. Ja para a populagédo oriunda da Regido Norte do
estado, observou-se maior nimero médio de posturas/fémea quando os insetos se
alimentaram durante a fase larval no hibrido que expressa as proteinas inseticidas

(Cry1Ab + Cry1lF) com média de 5,7 posturas/fémea (Tabela 15).
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Para as populagbes oriundas das quatro localidades observou-se que 0s
insetos que passaram a fase larval alimentando-se dos hibridos que expressam as
proteinas (Cry1A.105, Cry2Ab2) e (CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF) apresentaram as
menores médias de postura/fémea. Provavelmente esse menor nimero de posturas
esta relacionado aos efeitos exercidos por estas proteinas durante o desenvolvimento
larval do inseto, onde observou-se na maioria dos casos que ao se alimentarem dos
hibridos que expressam estas proteinas, 0s insetos apresentaram, significativamente
menor peso meédio durante a fase larval e de pupas, menor viabilidade larval e maior

duracéo do periodo de desenvolvimento.
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4. Conclusdes

A proteina VIP3Aa20 expressa pelo hibrido Viptera3, causa altos niveis de
mortalidade de populacdes de S. frugiperda em todas as regifes do estado de Sao

Paulo;

As proteinas Cry1A.105 +Cry2Ab2 expressas pelos hibridos VTPro e PowerCore
apresentam supressdao moderada da praga e afetam os parametros biologicos

proporcionando aos insetos maior duragao do ciclo de desenvolvimento; e,

As proteinas CrylAb e CrylF expressas de forma isolada ou de forma conjunta
ndo apresentam efeitos significativos nos parametros bioldgicos de populactes de S.
frugiperda presentes no estado de Sdo Paulo, sendo considerada essas populacdes

resistentes a essas protel'nas.
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CAPITULO 4 — CONSIDERAGCOES FINAIS

Atualmente o cénario agricola nacional conta com os chamados sistemas de
producéo, nas quais os cultivos ocorrem de forma constante e sucessiva durante um
mesmo ano agricola. No entanto, isso tem propiciado problemas cada vez mais
frequentes relacionados a alguns grupos de pragas, dentre eles os lepiddpteros.

Espécies como Spodoptera frugiperda, Helicoverpa zea e mais atualmente H.
armigera vem crescendo de importancia neste cenario, causando prejuizos
consideraveis principalmente em culturas como a soja, o milho e o algodao. Com isso,
0 uso intensivo de inseticidas e a adogao de cultivos trangéncios (Bt) se torna cada
vez mais frequente no Brasil e no mundo, acarretando ganhos em produtividade,
porém também surgindo varios problemas, relatados através de diversos trabalhos
cientificos.

Um dos grandes problemas observados no Brasil e no mundo é a selecéo de
populacdes de pragas resistentes aos cultivos geneticamente modificados, devido a
utilizacao de eventos que expressam as mesmas proteinas inseticidas durante varios
anos nas areas de cultivo e a ndo realizagdo de medidas de Manejo da Resistencia
em Insetos (MRI) como por exemplo a adocao de areas de refugio, implicando assim
na aceleracéo do processo de selecéo.

Desta forma ocorre o surgimento de populacdes resistentes as proteinas Cry
ou Vip expressas pela maioria dos hibridos comerciais, na qual se faz necessario a
utilizagdo de medidas conjuntas de controle, como o uso de inseticidas, acarretando
no aumento do custo de producéo. Nesse sentido trabalhos que possam demonstrar
a real eficiéncia de cultivos transgénicos na supressao de lepidopteros-praga em
regides especificas sdo necessarios, e devem ser realizados de forma frequente, no
intuito de demonstrar ao produtor quais medidas possam ser tomadas para se obter
maior produtividade e menor custo de produgéo.

O presente trabalho, demonstra que a maioria dos eventos de milho Bt
liberados comencialmente estdo apresentando sérios danos ocasionados por
populacdes por S. frugiperda em regides tradicionais de cultivo de milho no estado de
S&o Paulo, sendo as tecnologias mais antigas que expressam as proteinas CrylAb e

CrylF de forma isolada ou combinadas, as que apresentam as maiores injurias. No
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entanto, os eventos mais novos também estdo apresentando niveis de injurias
consideraveis. Desta forma ndo se deve abrir mao de amostragens e da realizagédo de
Programas de Manejo Integrado de Pragas.

Outro aspecto observado neste trabalho, é que as populacdes regionais de S.
frugiperda apresentam respostas diferentes as proteinas inseticidas no estado de Séo
Paulo. No entanto e de modo geral, observou-se que as proteinas Cry 1Ab e CrylF
expressas pelas plantas estdo causando poucos efeitos sobre as populactes de
lagartas de S. frugiperda, principalmente nas regides Norte e do Meédio
Paranapanema. Sendo assim medidas de manejo da resisténcia devem ser adotadas,
com intuito de prolongar a vida Util destas tecnologias, para que a agricultura ndo volte
a depender exclusivamente do uso do controle quimico de pragas na cultura do milho

no estado de Sao Paulo.



