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ESTRATEGIA DE MISTURA DE SEMENTES EM EVENTOS DE MILHO BT
“PIRAMIDADO” A Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE)

RESUMO - Os eventos de milho Bt que expressam as proteinas de Bacillus
thuringiensis (Bt) Berliner sdo importantes ferramentas para o manejo da lagarta-do-
cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). Um dos
problemas associados ao cultivo de plantas Bt, tem sido a auséncia de néo-
conformidade dos reflgios e eventos que nao apresentam alta dose da proteina
inseticida. A estratégia de mistura de sementes tem sido utilizada como uma
ferramenta para tentar reduzir a baixa adocdo de areas de reflugio. No entanto,
existe uma grande preocupacdo com relacao a sua eficacia em retardar a evolugéo
da resisténcia, principalmente em relacdo a movimentacdo e sobrevivéncia da
praga. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar: 1) em condi¢des de
laboratorio, a sobrevivéncia e o desenvolvimento de lagartas de S. frugiperda
expostas ao longo da fase larval em milho Bt piramidado e ndo-Bt; 2) em casa de
vegetacdo, a mobilidade das lagartas em quatro esquemas de plantio e, 3) em
campo, avaliar a estratégia de mistura de sementes, em quatro proporcées de
mistura de sementes (2,5; 5,0; 7,5; e 10,0%) (Bt: ndo-Bt), nas safras (verdo e
inverno) em dois anos agricolas em 2016 e 2017. Para a conducdo dos
experimentos foram utilizadas as tecnologias de milho Agrisure Viptera 3110 e
YieldGard VT Pro 3 e suas respectivas linhas isogéncias (ndo-Bt). Na avaliacdo de
sobrevivéncia e desenvolvimento, as lagartas de S. frugiperda expostas no milho
Agrisure Viptera 3110 ndo completaram o desenvolvimento. As lagartas expostas ao
longo do desenvolvimento no milho YieldGard VT Pro 3 sobreviveram,
demonstrando que as proteinas Cry ndo controlam eficientemente as lagartas nos
estagios finais de desenvolvimento. As lagartas de S. frugiperda foram capazes de
se dispersar por até 1,20 m da planta de infestacdo nos esquemas de plantio com
plantas ndo-Bt, tanto na linha de infestacdo, quanto nas linhas adjacentes. Quando
dispostas no plantio com apenas plantas Bt, as lagartas foram eficientemente
controladas pelos eventos de milho Bt. Os resultados de campo evidenciaram que a
estratégia de mistura de sementes com Agrisure Viptera 3110 controla
eficientemente as lagartas. No milho Yeldgard VT Pro 3 foi verificado alta incidéncia
de plantas com injarias causadas por S. frugiprerda, principalmente nas safras de
inverno. Os resultados de sobrevivéncia, movimentacdo e a alta incidéncia de
injarias nas plantas Bt em campo, com YeldGard VT Pro 3 demonstram que a
estratégia de mistura de sementes pode ndo ser efetiva como uma estratégia de
MRI para retardar a evolucdo da resisténcia a S. frugiperda. Os resultados
observados neste estudo fornecem informagdes importantes em relacéo a estratégia
de mistura de sementes para 0 manejo de resisténcia de S. frugiperda em areas de
milho Bt.

Palavras-chave: lagarta-do-cartucho, manejo de resisténcia, refugio na sacaria,
movimentacgéao larval, piramidacdo de genes



SEED MIXTURE STRATEGY USING “PYRAMIDED” BT MAIZE EVENTS ON
Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT - Maize events expressing Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner
proteins are important tools for the management of fall armyworm, Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) (J.E. Smith). One problem associated with the
cultivation of Bt plants is the difficulty in complying with refuge regulations by
implementing events that do not produce high doses of insecticidal protein. The seed
mixture strategy has been used as a tool to try to increase the adoption of refuge
areas. However, there is great concern about their effectiveness in slowing the
evolution of resistance, especially in relation to movement and pest survival. Thus,
the objective of the present study was to evaluate the following: 1) the survival and
development of S. frugiperda larvae exposed along the larval stage in “pyramided” Bt
maize under laboratory conditions, 2), the mobility of larvae in four planting patterns
under greenhouse conditions, and 3) the strategy of seed mixture under field
conditions, in four Bt proportions (2.5, 5.0, 7.5, and 10.0%) (Bt: non-Bt), for two
seasons (summer and winter crop) in 2016 and 2017. Agrisure Viptera 3110 and
YieldGard VT Pro 3 maize hybrids and their respective isolines (hon-Bt) were used to
conduct the experiments. In the evaluation of survival and development, the S.
frugiperda larvae exposed to Agrisure Viptera 3110 maize did not survive. Some
larvae exposed to YieldGard VT Pro 3 throughout their development survived,
demonstrating that Cry proteins do not efficiently control the larvae in late stages of
development. S. frugiperda larvae were dispersed up to 1.20 m from the central plant
in the planting patterns with non-Bt plants, both in the infestation line and adjacent
lines. In the planting patterns with only Bt plants, fall armyworm larvae were efficiently
controlled by the Bt maize hybrids. The field results showed that the seed mixture
strategy with Agrisure Viptera 3110 efficiently controls larvae. There were incidences
of S. frugiperda survival in Yeldgard VT Pro 3, with higher incidences in the winter
crops under farm conditions in both years. The results of survival, movement, and
high field incidence of injuries in field Bt plants with the Yeldgard VT Pro 3 hybrid
demonstrate that the seed mixture strategy may not be effective as an insecticide
resistance management (IRM) strategy to delay the evolution of resistance to S.
frugiperda. The results of this study provide important information regarding the seed
mixture strategy for the resistance management of S. frugiperda.

Keywords: fall armyworm, resistance management, larval moviment, refuge in the
bag, gene pyramiding
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apos a infestacdo, respectivamente; D, E e F, notas de injurias das
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Figura 7. Mapas de infestacdo e de notas de injurias de lagartas de
Spodoptera frugiperda em esquema de plantio de milho (planta central Bt,
circundada com plantas nédo-Bt) com tecnologia YieldGard VT Pro 3. A, B
e C, mobilidade das lagartas aos 3, 9 e 15 dias ap0s a infestacdo,
respectivamente; D, E e F, notas de injurias das lagartas aos 3, 9 e 15
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Figura 8. Mapas de infestacdo e de notas de injurias de lagartas de
Spodoptera frugiperda em esquema de plantio de milho, simulando refagio
estruturado (plantas ndo-Bt) isolinha da tecnologia YieldGard VT Pro 3. A,
B e C, mobilidade das lagartas aos 3, 9 e 15 dias apés a infestacgéo,
respectivamente; D, E e F, notas de injarias das lagartas aos 3, 9 e 15
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CAPITULO 3 — MISTURA DE SEMENTES DE MILHO BT “PIRAMIDADO”
NO MANEJO DE Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE)

Figura 1. Intervalos de 95% de confianca da porcentagem de plantas de
milho com injdrias nas safras de verdo: 2015/2016 (A) e 2016/2017 (B);
safras de inverno: 2016 (C) e 2017 (D) em milho Bt piramidado com a
tecnologia YeldGard VT Pro 3........eeiiiiiie e

Figura 2. Intervalos de 95% de confianca da porcentagem de plantas de
milho com injurias nas safras de verdo: 2015/2016 (A) e 2016/2017 (B);
safras de inverno: 2016 (C) e 2017 (D) em milho Bt piramidado com a

tecnologia Agrisure Viptera 3110.......ccoooiiiiiiiiiiieeeeie e

Figura 3. Intervalos de 95% de confianca da porcentagem de plantas com
nota de injuria = 3 nas safras de verdo: 2015/2016 (A) e 2016/2017 (B) e
safras de inverno: 2016 (C) e 2017 (D) em milho Bt piramidado com a
tecnologia YeldGard VT Pro 3.t e e e e e e e e eeeeeeeenenenns

Figura 4. Intervalos de 95% de confianca da porcentagem de plantas com
nota de injuria = 3 nas safras de verdo: 2015/2016 (A) e 2016/2017 (B) e
safras de inverno: 2016 (C) e 2017 (D) em milho Bt piramidado com a

tecnologia Agrisure Viptera 3110........ccooeiiiiiiiiiiieeeeirr e

Figura 5. Médias e Intervalos de 95% de confianca para o rendimento de
graos em milho Bt piramidado com as tecnologias YieldGard VT Pro 3 e
AGrSUre VIPLEra 3110 ...ccooiiiiiiiiiiiee ittt e e e e e e
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducéo

O uso de plantas geneticamente modificadas (GM) expressando proteinas
inseticidas da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner que controlam insetos
especificos representa um avanco significativo no manejo de pragas em todo o
mundo (Erasmus et al., 2016). Dentre os beneficios da ado¢do das culturas Bt, estdo
a reducdo na utilizacdo de inseticidas quimicos, o manejo das principais pragas
agricolas e a reducédo dos riscos para organismos nao-alvo (Hutchison et al., 2011;
Tabashnik et al., 2013; Klimper e Qaim, 2014; Téllez-Rodriguez et al., 2014). Em
todo o mundo, a maior area de cultivo € com Milho (Zea mays L.) Bt e no Brasil, € a
segunda maior area, com uma taxa de ado¢do de mais de 95% da area cultivada no
pais (James, 2017), o que corresponde a mais de 14, 5 milhdes de hectares.

A aprovacao comercial do milho Bt no Brasil ocorreu em 2007 com eventos
que expressavam apenas uma proteina inseticida (CTNbio, 2007). A partir de 2009
foram aprovados eventos em “piramide de genes” (expressando duas ou mais
proteinas inseticidas) (CTNBIio, 2009), como tatica para aumentar a eficacia do milho
Bt no controle da principal praga do milho, a lagarta-do-cartucho, Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae). A lagarta-do-cartucho € uma
praga altamente polifaga e com ocorréncia em todo o hemisfério ocidental (Cruz et
al., 2012; Nagoshi et al. 2015) e com populacdes resistente as proteinas CrylF em
Porto rico (Storer et al, 2010), Estados Unidos (Huang e al., 2014) e no Brasil (Farias
et al., 2014; Huang et al., 2014; Monnerat et al., 2015), além de CrylAb (Omoto et
al., 2016).

A evolucdo da resisténcia de pragas-alvo tanto a tecnologias Bt, como
inseticidas € uma preocupacdo. As estratégias de manejo de resisténcia a insetos
(MRI) sédo fundamentais para retardar a evolucdo da resisténcia e assegurar a
sustentabilidade dos cultivos Bt (Huang et al.,, 2011). A estratégia de alta
dose/refugio e, eventos piramidados tem sido a mais recomendada.

A estratégia baseia-se em uma planta que expressa uma alta dose de
proteinas Bt para matar o maior numero possivel de individuos da praga-alvo,

incluindo os heterozigotos (RS) (Onstad et al., 2011). Em uma area préximo ao milho



Bt, deve ser cultivada uma area com milho ndo-Bt de tamanho predeterminado (10%
da éarea Bt) (IRAC, 2018). A area nao-Bt serve como uma fonte de adultos
suscetiveis (SS) da praga-alvo que irdo se acasalar com o0s poucos adultos
resistentes (RR) que poderdo sobreviver na area Bt. A geracdo suscetivel (SS)
descendente serd controlada pela alta dose da proteina Bt expressa na planta
(Onstad et al., 2011; Tabashnik et al., 2013).

Adicionalmente as plantas Bt piramidadas, contém dois ou mais genes que
codificam diferentes proteinas Bt, sendo que cada proteina inseticida da piramide
apresenta modos de acdo Unicos e independentes, resultando na elevada
mortalidade da praga-alvo (Tabashnik et al., 2013; Tabashnik et al., 2014). No MRI a
piramidacdo de genes pode ser classificada como estratégia de ataque multiplo pois
0s insetos resistentes a uma das proteinas da piramide serdo mortos por outras
proteinas (Bates et al., 2005).

A nao-conformidade das areas de reflgio, associados ao uso de eventos que
nao expressam “alta dose”, foram apontados como os fatores determinantes para o
aumento da evolucéo de resisténcia de S. frugiperda no Brasil (Omoto et al., 2016).

Para tentar reduzir o risco associado a baixa adocao de areas de refdgio, tem
sido sugerida uma estratégia alternativa, comumente referida como mistura de
sementes (“Refuge in the bag” (RIB) ou “refugio na sacaria”) (Gould, 1996; 1998;
Carroll et al., 2012). Neste caso, um Unico saco de sementes contém uma proporcao
predeterminada de sementes de milho ndo-Bt junto as sementes Bt, eliminando
assim, o problema de baixa ou ndo conformidade aos requisitos de refugio. Assim,
0os produtores ndo precisam assumir a responsabilidade pelo plantio de refugio
estruturado (Gould, 1996; Onstad et al., 2011). Embora os produtos de mistura de
sementes sejam muito praticos de um ponto de vista do monitoramento de plantio e
conformidade, existe a preocupacdo com relacdo a sua eficacia em retardar a
evolugcdo da resisténcia, principalmente em relacdo a movimentacdo das lagartas
(Mallet e Porter, 1992).

O comportamento alimentar e 0 movimento das lagartas de pragas-alvo que
apresentam alta mobilidade pode desempenhar um papel importante na avaliagao
da estratégia de mistura de sementes para retardar a evolucado da resisténcia (Davis

e Onstad, 2000, Yang, 2017). Nos casos em que uma maior quantidade de lagartas



se movimentarem de plantas ndo-Bt para plantas Bt, estas podem ser expostas a
subdoses das proteinas Bt, levando a sobrevivéncia de heterozigotos (RS) e um
aumento na taxa de evolucao da resisténcia (Murphy et al., 2010). Espécies que néo
exibem movimentagdo larval ou pouco mdveis, como a broca-do-colmo, Diatraea
saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) provavelmente ndo seria afetada
pela mistura de sementes quando utilizado eventos de milho com piramide genes
(Wangila et al., 2013). O contréario foi observado para a broca-européia do milho,
Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Crambidae) (Onstad e Gould, 1998). Além da
preocupacao da mistura de sementes em retardar a evolugéo de resisténcia, alguns
estudos sugerem que implantar essa estratégia ainda é melhor do que a ndo adocao
de areas de refugio (Carrol et al., 2012).

No entanto, dados cientificos que suportem a estratégia de mistura de
sementes em milho Bt ainda s&o limitados e tem sido um tema discutido por mais de
duas décadas (Mallet e Porter, 1992; Onstad et al., 2011; Carroll et al., 2012;
Carriére et al., 2016). Estudos dos efeitos de misturas de sementes em milho Bt
piramidado na sobrevivéncia e na movimentagcdo de lagartas de S. frugiperda sao
ausentes. Estratégias adequadas de MRI sdo necessarias para S. frugiperda, pois a
espécie é a Unica no mundo a desenvolver a resisténcia a proteina CrylF, em trés
paises, além de CrylAb no Brasil.

Neste contexto, visando otimizar estratégias para o manejo de resisténcia a S.
frugiperda este trabalho objetivou, avaliar: 1) a sobrevivéncia e o desenvolvimento
de lagartas de S. frugiperda expostas ao longo da fase larval em milho Bt piramidado
e nao-Bt; 2) a mobilidade larval de S. frugiperda em quatro esquemas de plantio com
milho Bt piramidado e ndo-Bt e, 3) a estratégia de mistura de sementes, em quatro
proporcdes de mistura de sementes, nas safras de ver&do e inverno, em dois anos
agricolas (2016 e 2017) com milho Bt piramidado e n&o-Bt. Em todos os
experimentos foram utilizados os eventos de milho Bt, MON 89034 x MON 88017 e
Btll x MIR 162, referidos como Agrisure Viptera 3110 e YieldGard VT Pro 3,

respectivamente, e suas linhas isogénicas (ndo-Bt).



2. Revisao de Literatura

2.1. Aspectos bioecoldgicos de Spodoptera frugiperda

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda, € uma praga migratéria e
cosmopolita nas regides tropicais e subtropicais do Hemisfério Ocidental, (Luginbill,
1928; Adamczyk et al., 1999). O sucesso de colonizacdo da espécie em grandes
areas esta relacionado com a capacidade de dispersdo dos adultos, permitindo sua
rapida disseminacédo ao longo da faixa de distribuicdo de seus hospedeiros (Sparks,
1979).

No Brasil, S. frugiperda € a principal praga da cultura do milho, além de
causar danos nas culturas do sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), trigo (Triticum
aestivum L.), arroz (Oryza sativa L.), algoddo (Gossypium hirsutum L.), amendoim
(Arachis hypogaea L.), soja (Glycine max (L.) Merril), hortalicas (Moscardi e Kastelic,
1985; Ali et al., 1990; Cruz, 1995; Casmuz et al., 2010), dentre outras culturas. Como
€ uma praga polifaga, em paises de clima tropical como o Brasil, por causa da
alimentacao diversificada e disponivel o ano todo, a sua distribuicdo geografica e
estacional é generalizada, ocorrendo em todas as regides e em todas as estacdes
do ano (Cruz et al.,, 2008). S. frugiperda € um inseto holometabolo, ou seja,
apresenta desenvolvimento completo, durante a sua fase de desenvolvimento passa
por quatro fases distintas: ovo, lagarta, pupa e adulta (Luginbill, 1928; Pitre e Hogg,
1983).

Os adultos possuem habito noturno e ndo sdo ativos durante o dia, sua
atividade inicia préxima ao pér-do-sol, atingindo o pico de atividade duas a quatro
horas depois, ocasido em que ocorre 0 acasalamento, dispersdo e migragao
(Sparks, 1979; Cruz, 1995). A mariposa fémea inicia o periodo de oviposi¢ao entre o
terceiro e quarto dia ap0s a emergéncia sendo os ovos colocados agrupados. As
posturas sdo colocadas em camadas, que pode variar de uma a quatro. Cada
mariposa pode colocar em torno de 2.000 ovos durante o seu ciclo, agrupados em
massas com 50 a 300 ovos (Cruz, 1995).

As lagartas passam por até seis instares larvais durante o seu
desenvolvimento e a duracao de cada instar depende da temperatura e do substrato

alimentar. Quando neonatas (< 12 horas ap0s a eclosdo) estas alimentam do cérion



(casca do ovo). ApOs esse primeiro alimento, estas permanecem em repouso por
duas a dez horas, antes de sair em busca de outros alimentos. Completado esse
periodo, caminham para a regido do cartucho da planta de milho e iniciam a sua
alimentacéo, passando para uma coloracdo esverdeada (Cruz, 1995; Busato et al.,
2004). No segundo instar as lagartas apresentam o corpo com coloragdo
esbranquicada, com um sombreamento marrom no dorso e quando atingem o
terceiro instar é possivel visualizar trés linhas dorsais de cor branco-amarelada
longitudinalmente na regido dorsal, e de cada lado das lagartas, uma na regiao
dorso lateral (supraespiracular) de cor marrom escuro e uma subespiracular de cor
amarela irregular (Villarreal, 1985; Pogue, 2002).

No quarto instar, as lagartas apresentam cabeca marrom-avermelhada e o
dorso do corpo marrom-escuro, quando atingem o quinto instar, as lagartas séo
semelhantes as do quarto instar, apresentando coloracdo mais escura. Ao atingir o
altimo instar as lagartas tém o corpo cilindrico, com textura granular quando
observada de perto (Cruz, 1995; Capinera, 2001).

As lagartas de S. frugiperda possuem duas caracteristicas morfologicas
principais que as diferenciam de outras lagartas do género, que sao a presenca de
tubérculos e de um “Y” invertido na fronte. Os tubérculos estdo presentes em cada
segmento abdominal em forma de trapézio, composto por quatro pinaculas (pontos),
de cor preta, as quais possuem uma area esclerotizada com um pelo curto
engrossado na base (Villarreal, 1985; Pogue, 2002). A duracdo do periodo larval
pode variar de 12 a 30 dias e as lagartas podem atingir 50 mm de comprimento
(Cruz, 1995; Murua e Virla, 2004; Murua et al., 2008).

Quando completamente desenvolvida, a lagarta dirige-se para o solo
passando pelo periodo de pré-pupa, podendo variar de um a dois dias, formando
uma camara pupal. O periodo pupal pode variar de 5 a 25 dias, no veréo e inverno,
respectivamente (Cruz, 1995).

A duragdo do ciclo é de aproximadamente 30 até 50 dias dependendo da
temperatura e umidade (Cruz, 1995; Murua e Virla, 2004). O numero de geracgdes
gue podem ocorrer durante o ano depende da latitude e do habitat, sendo que em
regides tropicais como o Brasil, podem ocorrer até treze geracdes ao ano (Afonso et
al., 2009).



A lagarta-do-cartucho é a praga que mais causa preocupacdo ao produtor de
milho. O comportamento larval da espécie em se alojar no interior do cartucho das
plantas de milho dificulta a adocéo de estratégias de controle (Cruz, 1995). Os sinais
de presenca da lagarta no interior do cartucho podem ser indicados pela presenca
de excrementos, ou pela abertura das folhas da regido do cartucho das plantas.

As injarias ocasionadas as plantas de milho podem ser observadas desde o
inicio do desenvolvimento das lagartas. Nos instares iniciais estas raspam o tecido
de uma das faces da folha, deixando intacta a epiderme membranosa da face foliar
oposta, provocando o sintoma de folhas raspadas (Cruz, 1995). Quando atinge o
segundo instar, perfuram as folhas, indo em direcdo ao cartucho da planta, local
onde permanece até proximo ao estagio de pupa. Nos instares finais a lagarta
consome grande quantidade de area foliar, destruindo completamente a parte basal
das folhas em desenvolvimento. O ataque da lagarta em plantas de milho na fase de
intenso desenvolvimento vegetativo pode ocasionar a destruicdo do cartucho da
planta (Cruz, 1995). Em plantas novas a lagarta pode também penetrar no colmo,
através do cartucho, fazendo galerias descendentes, até danificar o ponto de
crescimento, ocasionando o sintoma denominado coragédo morto (Cruz et al., 1995;
Casmuz et al., 2010).

Os danos de S. frugiperda na cultura do milho podem variar no decorrer do
ciclo da cultura. No geral, as lagartas podem danificar as plantas de milho em todos
0s seus estagios de desenvolvimento, mas quando as plantas sdo atacadas nos
estagios iniciais de desenvolvimento fenologico, a producéo pode ser reduzida em
até 60% (Andrews, 1988; Cruz, 1999).

2.2. Milho Bt no manejo de Spodoptera frugiperda

A descoberta de fontes de genes com resisténcia a insetos-praga em
organismos além do reino vegetal, e posteriormente sua insercdo em plantas de
importancia econdmica, como o milho foi uma das mais sucedidas inovacfes

biotecnolégicas na agricultura mundial. As plantas transgénicas mais cultivadas



atualmente expressam proteinas inseticidas que quando ingeridas irdo atuar no
controle de espécies-alvo suscetiveis.

Estas proteinas s&o codificadas por genes oriundos da bactéria B.
thuringiensis, um entomopatdégeno de ocorréncia ubiqua (solo, matéria organica,
grdos armazenados, insetos mortos, agua e superficies de plantas) (Bravo et al.,
1998). Durante o seu ciclo de vida essa bactéria é capaz de sintetizar diversas
proteinas inseticidas (De Maagd et al., 2003). As proteinas mais difundidas na
obtencdo de plantas Bt tem sido as proteinas Cry (Cristal) e Vip (Proteinas
Inseticidas Vegetativas) (Bravo et al., 2007; Chakroun et al., 2016).

Nas plantas de milho Bt proteinas tanto Cry como Vip sdo sintetizadas
continuamente e a praga-alvo, é exposta diretamente a fracdo ativa da toxina. Em
plantas que expressam proteinas Cry ao se alimentar do tecido da planta, o inseto
suscetivel ingere as toxinas. No intestino médio (IM) as toxinas atravessam a
membrana peritrofica e se ligam a receptores especificos localizados nha membrana
apical de suas células colunares. As toxinas agem interferindo no gradiente iénico e
no balanco osmaotico da membrana apical, ocorrendo a formacdo de poros. Estes
eventos provocam a lise celular e eventual ruptura e desintegracdo das células do
IM, levando o inseto a morte (Bravo et al., 2007).

O modo de acédo das proteinas Vip3 é semelhante ao das proteinas Cry.
Estas proteinas se ligam a receptores especificos do IM de insetos-alvo, no entanto,
0s receptores sdo distintos das proteinas Cry, na sequéncia ocorre a formacéo de
poros especificos de cations que interrompem o fluxo de ions no IM, causando
paralisia e morte do inseto (Lee et al., 2006; Chakroun et al., 2016).

No Brasil a primeira aprovagdo do milho resistente a insetos-praga ocorreu
em 2007 com a liberacdo do evento MON 810, que expressava a proteina CrylAb
(CTNBio, 2007). Em 2008 foram aprovados os eventos Bt 11 e TC 1507,
expressando as proteinas CrylAb e CrylF, respectivamente. Em 2009 o evento MIR
162 (VIP3Aa20) (CTNBio, 2018). A primeira geracdo de milho Bt aprovada pela
CTNBIo foi composta por plantas que expressavam apenas uma proteina de B.
thuringiensis, no entanto a partir de 2009 teve inicio a aprovacdo da segunda

geracao de plantas de milho Bt.



A segunda geragdo consistiu em plantas que expressam duas ou mais
proteinas com acao inseticida (CTNBio, 2009). A principal contribuicdo da segunda
geracdo de plantas Bt foi a possibilidade de insercdo de genes com toxicidade
independente para uma mesma praga-alvo, sendo denominadas nesse caso de
plantas Bt piramidadas. O evento MON 89034 foi o primeiro evento piramidado,
expressando as proteinas CrylA.105 e Cry2Ab2. Nos anos seguintes foram
aprovados: em 2010, os eventos Bt 11 x MIR 162 (Cry1lAb/VIP3Aa20) e MON89034
x TC1507 (CrylA.105/Cry2Ab2/CrylF); em 2015, o evento TC1507 x MIR162 x
NK603 (CrylF/VIP3Aa20); em 2015 o evento TC1507 x MON810 x MIR162
(Cry1lF/Cry1lAb/VIP3Aa20); em 2017, os eventos Btll x MIR162 x MONS89034
(CrylAb/VIP3Aa20/CrylA.105/Cry2Ab2); Btll x MIR162 x MON89034
(CrylAb/VIP3Aa20/Cry2Ab2) e MON89034 x TC1507 x NK603 x MIR162
(Cry1A105/Cry2Ab2/Cry1F/VIP3Aa20) (CTNBiIo, 2018).

Desde a liberagdo comercial do milho Bt no Brasil, este, tem se constituido
em uma ferramenta eficaz no controle de S. frugiperda. Na safra de 2017 a adocé&o
de milho Bt atingiu mais de 95% da area cultivada (James, 2017). A expressao
continua das proteinas inseticidas e a alta adocao de culturas Bt em campo pode
colocar em risco a sustentabilidade da tecnologia (Tabashnik et al., 2008; Huang et
al., 2011). Para que a tecnologia continue exercendo o0 seu papel no controle de S.
frugiperda é de fundamental importancia o uso de estratégias seguras que permitam
0 sucesso e a longevidade da tecnologia, principalmente aquelas direcionadas ao

MRI a S. frugiperda.

2.3. Resisténcia de Spodoptera frugiperda em milho Bt

A possibilidade da evolugéo da resisténcia em populacdes de pragas-alvo nas
culturas Bt tem sido um grande desafio para o uso sustentavel dessa tecnologia
(Alstad e Andow, 1995; Tabashnik et al., 2008; Onstad, 2014). A evolucdo da
resisténcia € o resultado da pressdo de selecdo que, consequentemente pode
ocasionar mudancas na composicdo genética das populagbes aumentando a
frequéncia relativa de individuos portadores de alelos de resisténcia (Crow, 1957).

Para que o individuo seja considerado resistente, este deve ser capaz de sobreviver



alimentando-se de uma planta Bt, completar o seu ciclo de desenvolvimento e gerar
descendentes férteis (Andow, 2008).

A evolucao da resisténcia em populagdes de S. frugiperda ja foi verificada em
areas com milho Bt que expressavam a proteina CrylF em Porto Rico (Storer et al.,
2010), Estados Unidos (Huang et al., 2014) e no Brasil (Farias et al., 2014; Huang et
al., 2014; Monnerat et al., 2015), além da proteina CrylAb (Omoto et al., 2016) neste
altimo.

A evolucdo da resisténcia em uma populacdo de insetos-praga, € um
processo governado por diversos fatores como: numero de genes, dose e
quantidade de modos de acdo das proteinas expressas na planta Bt; aspectos
genéticos da resisténcia dos insetos as proteinas Bt, incluindo a frequéncia inicial do
alelo de resisténcia, grau de dominancia, custo adaptativo associado e niumero de
genes envolvidos e o0s aspectos bioecoldgicos da praga, como mortalidade,
dispersédo, numero de geracdes e acasalamento (Bates et al., 2005; Onstad, 2008;
Head e Greenplate, 2012). Assim, para retardar a evolucdo da resisténcia é
imprescindivel a adocao de estratégias que garantam a baixa frequéncia inicial dos

portadores de alelos de resisténcia na populacédo de determinado da praga-alvo.

2.4. Estratégias de manejo daresisténcia a S. frugiperda em milho Bt

O manejo de resisténcia de insetos (MRI) pode ser definido como um conjunto
de estratégias que tem a finalidade de impedir ou retardar a sele¢éo de individuos
resistentes em determinada populacdo de uma praga-alvo, visando manté-los em
baixa frequéncia na populacdo (Head e Greenplate, 2012). As principais estratégias
de MRI utilizadas para eventos de milho Bt no Brasil e nos paises que plantam
culturas Bt tem sido a alta dose/reflgio e a piramidacdo de genes (Romeis et al.,
2008; Tabashnik et al., 2013). A alta dose da proteina inseticida expressa na planta
Bt torna ineficaz qualquer mecanismo que confere a praga-alvo niveis de resisténcia
baixos ou moderados e assume-se que nessa condicdo, além dos individuos
homozigotos suscetiveis (SS), a maioria dos heterozigotos (RS) serdo mortos. O
refugio compreende uma determinada area, composta por plantas ndo-Bt, em que

uma determinada parcela de individuos ndo expostos a pressao de selecdo, possa
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sobreviver e acasalar-se com o0s poucos individuos resistentes (RR) da area Bt e
gerar descendentes heterozigotos (RS) (Matten et al.,, 2008; Onstad, 2014,
Sappington, 2014).

Em campo, planta de “alta dose” é aquela que expressa a toxina em
concentragcdo pelo menos 25 vezes a que seria necessaria para matar 99% de uma
populacdo suscetivel de referéncia (Gould e Tabashnik, 1998; Burkness et al.,
2011). Para avaliar se uma planta Bt € um evento de alta dose € necessario a
obtencdo de individuos da praga-alvo resistentes a proteina inseticida, os quais
poderiam ser cruzados com 0s insetos homozigotos suscetiveis para obtencdo dos
heterozigotos que poderiam ser testados diretamente sobre a planta Bt. Nessa
situacao se a sobrevivéncia dos heterozigotos for < 5% o evento atende ao conceito
de alta dose (Ghimire et al., 2011). Assim, assumindo a expressao de alta dose da
toxina em determinada planta Bt, a evolucao da resisténcia pode ser retardada.

No Brasil, a recomendacdo da proporcao da area de refagio em milho é de
10% de milho ndo-Bt (IRAC, 2018). O refugio deve ser implementado de forma
estruturada, podendo ser disposto de varias formas (por exemplo em blocos, faixas
ou em perimetro, nas margens das areas Bt). A area de refligio deve ser cultivada
com um hibrido ndo-Bt, com caracteristicas agronémicas similares ao milho Bt,
sendo necessario observar ainda, que o refugio deve estar a menos de 800 metros
de distancia da area de milho Bt (IRAC, 2018).

No entanto, os reduzidos indices de adoc¢ao de areas de reflgio (em torno de
20%) verificado no Brasil, associados ao uso de eventos que nao expressam “alta
dose”, tém sido apontados como os fatores determinates para o aumento do risco de
eficiéncia e sustentabilidade das tecnologias Bt (Omoto et al., 2016). Gould (1998)
cita que regibes com baixa adog¢do ou inexisténcia de &reas de reflugio, podem
contribuir para a elevacao do risco de resisténcia de insetos em culturas Bt. Para
tentar reduzir o risco associado a baixa adocdo de areas de refagio, tem sido
sugerida uma estratégia alternativa, comumente referida como mistura de sementes
(“Refuge in the bag” (RIB) ou “refugio na sacaria”) (Gould, 1996; 1998; Carroll; Head;
Caprio, 2012).

A mistura de sementes de milho Bt e ndo-Bt, tem sido reconhecida como uma

estratégia de MRI relevante (Burkness et al., 2015) devido a possibilidade de se criar
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uma pratica de manejo que possa ser diretamente influenciada pelas empresas de
sementes e poderia desta forma fornecer reflugios efetivos (Kennedy et al., 1987;
Gould, 1996). Na mistura de sementes uma porcentagem definida de sementes de
milho ndo-Bt sdo misturadas com sementes de milho Bt diretamente pelas
empresas, antes de serem comercializadas. Assim, 0s agricultores simplesmente
adquirem as sementes ja misturadas e realizam a semeadura. Desta forma, a
estratégia eliminaria as incertezas sobre os niveis de adoc¢&o de reflagio em cada um
dos campos cultivados com milho Bt e eliminaria o problema dos agricultores, pelo
ndo cumprimento dos requisitos do reflgio estruturado (Onstad et al., 2011).

O uso da mistura de sementes garante que uma porcentagem apropriada de
sementes ndo-Bt seja cultivada na mesma area da cultura Bt, além disso, a
distribuicdo das sementes sera relativamente uniforme na area Bt, e desta forma
pode reduzir a probabilidade de acasalamento entre adultos resistentes as proteinas
Bt, comparado com o reflgio estruturado (Bates et al., 2005).

No entanto, dados cientificos que apoiem a estratégia de mistura de
sementes em milho Bt ainda séo limitados e tem sido um tema discutido por mais de
duas décadas (Mallet e Porter, 1992; Carroll et al., 2012; Carriere et al., 2016).
Embora a estratégia de mistura de sementes possa fornecer beneficios ao MRl em
comparacao com refligio estruturado, uma grande preocupacdo € a movimentacdo
das lagartas (por exemplo, resultar na sobrevivéncia e desenvolvimento) o que
poderia afetar negativamente o reflgio e influenciar diretamente a evolucdo de
resisténcia, principalmente em insetos com alta movimentacdo larval (Mallet e
Porter, 1992; Onstad, 2017; Yang et al., 2017). O movimento larval de determinado
inseto-praga pode fornecer informacdes importantes para o MRI. Por exemplo, (qual
seria a probabilidade de um inseto-praga deixar uma planta Bt e se movimentar para
uma ndo-Bt?) e/ou vice-versa (Onstad et al., 2017).

Em termos praticos as lagartas que se movem de plantas Bt para plantas nao-
Bt ndo receberia uma dose letal da proteina inseticida, e uma maior mobilidade de
lagartas menos suscetiveis de plantas ndo-Bt para as Bt, poderia aumentar a
sobrevivéncia dos heterozigotos e nesse caso aumentaria a selecdo para a
resisténcia (Mallet e Porter, 1992; Tabashnik et al., 2013). Além disso, 0 movimento

de lagartas suscetiveis de plantas ndo-Bt para plantas Bt poderia reduzir a
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sobrevivéncia dos individuos homozigotos suscetiveis e assim, resultar em uma
populacdo menor no refagio (Davis e Onstad, 2000).

Em experimentos avaliando a ocorréncia e a movimentacéo larval da broca-
do-colmo, Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) em mistura de
sementes de milho Bt piramidado Wangila et al. (2013) verificaram que o movimento
larval entre plantas foi alto e que as lagartas dispersaram por até 0,8 metros na linha
infestada e nas linhas adjacentes, tanto nos tratamentos constituidos somente com
plantas ndo-Bt, como naqueles com plantas Bt circundada por plantas ndo-Bt. O
namero de lagartas em plantas ndo-Bt, ndo diferiu significativamente entre refagios
em mistura e estruturado, indicando que as plantas de reflgio em mistura de
sementes sdo capazes de fornecer uma populacdo de D. saccharalis comparavel
com a do refugio estruturado.

Adicionalmente, a mistura de sementes utilizando eventos Bt em piramide de
genes (que combinam duas ou mais toxinas Bt) poderia reduzir a probabilidade de
sobrevivéncia de larvas que se movimentam entre plantas Bt e néo-Bt,
principalmente as heterizogoéticas (Carroll et al., 2012).

A piramidacdo de genes consiste na insercdo de dois ou mais genes que
codificam diferentes proteinas em uma planta Bt, e que cada proteina inseticida da
piramide apresente modos de acéo Unicos e independentes, resultando na elevada
mortalidade da praga-alvo (Tabashnik et al., 2013; Tabashnik et al., 2014). Com a
piramidacdo de genes a evolucdo da resisténcia € retardada, uma vez que espécies
pouco suscetiveis a uma toxina, podem ser mais suscetiveis a outra toxina expressa
na planta Bt e vice-versa (Onstad e Meinke, 2010; Brévault et al., 2013). Assim,
dentro do MRI a piramidacdo de genes pode ser classificada como estratégia de
ataque multiplo pois os insetos resistentes a uma das proteinas da piramide seréo
mortos por outras proteinas (Bates et al., 2005).

No entanto, para que uma planta Bt seja considerada piramidada é
necessario que a mesma atenda aos critérios de baixa frequéncia inicial de alelos de
resisténcia na populagédo da praga-alvo para as proteinas da piramide, a resisténcia
seja funcionalmente recessiva para os individuos-alvo, expressao das proteinas
inseticidas com modos de ac¢éo distintos e auséncia de resisténcia cruzada (Gould,

1998; Carriere et al., 2010). Desta forma, a frequéncia de alelos de resisténcia em
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populacbes de campo deve permanecer baixa por um maior periodo de tempo
(Carriere et al., 2010).

Para tanto, a estratégia de mistura de sementes deve ser avaliada e é certo
gue nado seria uma estratégia adequada para todas as pragas (Carroll et al., 2012).
Fatores como o conhecimento da composi¢ao da cultura, do complexo de pragas e a
ecologia de pragas, associada a pressédo de selecdo e compatibilidade com o MIP
sdo necessarios para determinar se a estratégia de mistura de sementes ou o

refugio estruturado é o mais indicado.
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CAPITULO 2 - SOBREVIVENCIA, DESENVOLVIMENTO E MOBILIDADE
LARVAL DE Spodoptera  frugiperda (J.E. SMITH)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) EM MILHO BT PIRAMIDADO E
NAO-BT

RESUMO - Os eventos de milho (Zea mays L.) que expressam as proteinas
de Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner sdo ferramentas importantes e eficientes para
0 manejo da lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), considerada a principal praga de milho nas regibes tropicais e
subtropicais. O objetivo deste estudo foi avaliar: 1) em laboratério, a sobrevivéncia e
o desenvolvimento de S. frugiperda exposta ao longo do desenvolvimento larval em
milho Bt piramidado e ndo-Bt e 2) em casa de vegetacédo, avaliar a mobilidade larval
em quatro esquemas de plantio com estas plantas de milho. Em todos os
experimentos foram utilizados os eventos de milho Bt MON 89034 x MON 88017 e
Btll x MIR 162, referidos como Agrisure Viptera 3110 e YieldGard VT Pro 3,
respectivamente, e suas linhas isogénicas (ndo-Bt). Para avaliar a sobrevivéncia e o
desenvolvimento de S. frugiperda em laboratério, as lagartas foram inicialmente
alimentadas com seccdes de folhas de plantas ndo-Bt e apds diferentes dias (D) de
exposicao (D-1, D-2, D-3, D-6, D- 9, D-12 e D-15) foram transferidas para secoes de
folhas de plantas Bt. Como controle, as lagartas foram alimentadas durante todo o
periodo larval apenas com as seccdes foliares Bt ou ndo-Bt. A avaliagdo da
mobilidade larval constituiu-se de quatro esquemas de plantio em casa de
vegetacao, simulando diferentes cenarios de campo: Trt 1- 27 plantas Bt; Trt 2- uma
planta ndo-Bt no centro, circundada por 26 plantas Bt (reflgio na sacaria, RIB); Trt 3
- 27 plantas ndo-Bt (reflgio estruturado) e Trt 4 - uma planta Bt no centro,
circundada por 26 plantas ndo-Bt (controle). Lagartas neonatas de S. frugiperda
foram infestadas na planta central das parcelas dos tratamentos e avaliada a
movimentacao e injurias ocasionadas pelas lagartas ao longo do desenvolvimento
larval. Na avaliacdo de sobrevivéncia e desenvolvimento observou-se que as
lagartas expostas no milho Agrisure Viptera 3110 ndo sobreviveram, o contrério foi
observado em YieldGard VT Pro 3. Quanto a mobilidade, as lagartas de S.
frugiperda foram capazes de se dispersarem por até 1,20 m da planta central nos
esquemas de plantio com plantas ndo-Bt, tanto na linha de infestagdo, quanto nas
linhas adjacentes. As lagartas foram capazes de se dispersar por até 1,2 m da
planta infestacdo nos esquemas de plantio com plantas ndo-Bt. Além disso, as
lagartas se movimentaram ao longo da linha de plantio e nas linhas adjacentes,
evidenciando um elevado movimento larval entre as plantas. Nos esquemas de
plantio com mistura de sementes, havia lagartas sobreviventes apenas em plantas
nao-Bt. Os resultados deste estudo podem contribuir para a implementacdo de
estratégias de manejo de resisténcia de S. frugiperda em areas de milho Bt.

Palavras-chave: lagarta-do-cartucho, mistura de sementes, movimentagao larval,
piramidacao de genes, refagio
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CHAPTER 2 - SURVIVAL, DEVELOPMENT, AND LARVAL MOVEMENT OF
Spodoptera  frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) IN “PIRAMIDED” BT AND NON-BT MAIZE

ABSTRACT - Transgenic maize (Zea mays L.) events that express insecticidal
proteins of Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner are important tools for the control of fall
armyworm, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), considered
to be the major maize pest in tropical and subtropical countries. Here we evaluated in
the laboratory survival and development of FAW differentially exposed throughout
larval development to pyramided Bt and non-Bt maize, and in the greenhouse we
assessed FAW larval movement in four planting designs with those maize plants. In
all experiments were used the Bt transgenic maize events MON 89034 x MON 88017
and Btll x MIR 162, hereafter referred to as Agrisure Viptera 3110 and YieldGard
VT Pro 3, respectively, and their isogenic non-Bt lines. To evaluate FAW survival and
development in the laboratory, larvae were initially fed on leaf sections of non-Bt
plants and after different days (D) of exposure (D-1, D-2, D-3, D-6, D-9, D-12, and D-
15) they were switched to leaf sections of Bt plants. As controls, larvae were fed the
entire larval stage with Bt or non-Bt leaf sections only. Evaluation of larval movement
consisted of four planting designs in the greenhouse simulating different field
scenarios: Trtl- 27 Bt plants (Bt main field); Trt2- one central non-Bt plant surround
by 26 Bt plants (refuge-in-the-bag, RIB); Trt3- 27 non-Bt plants (structured refuge);
and Trt4- one central Bt plant surrounded by 26 non-Bt plants (control). S. frugiperda
larvae exposed to Agrisure Viptera 3110 did not complete development; the opposite
was observed for larvae fed YieldGard VT Pro 3. Larvae were able to disperse up to
1.2 m away from the central plant of larvae release in the planting designs with non-
Bt plants; also, the larvae dispersed both along the planting row and to adjacent
rows, evidencing high between-plant larval movement. In the planting designs with
seed mixture, there were survivor larvae only in non-Bt plants. The results of this
study can contribute to deployment of strategies of FAW resistance management in
areas with Bt maize.

Keywords: fall armyworm, seed mixture, movement larval, gene pyramiding, refuge
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1. Introducéo

Plantas geneticamente modificadas (GM) que expressam toxinas inseticidas
derivadas da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner foram cultivadas em mais de
83 milhdes de hectares em todo o0 mundo em 2017 (James, 2017). Em todo o mundo
o milho, Zea mays L. € o mais cultivado do que qualquer outra cultura Bt (James,
2017) e no Brasil, a area plantada com milho Bt, ocupa o segundo lugar, com mais
de 14, 5 milhdes de hectares (James, 2017). Dentre os beneficios das culturas Bt
estdo a reducdo do uso de inseticidas quimicos (Tabashnik et al., 2013; Téllez-
Rodriguez et al., 2014) e a supressdo de algumas das principais pragas agricolas,
como a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae).

A praga esta entre as mais severas da cultura no Brasil e em outros paises
da América do Sul (Butin et al., 2004; Cruz et al., 2012; Nagoshi et al., 2015). As
lagartas acarretam desfolha nas plantas e podem causar perdas no rendimento em
mais de 50% (Andrews, 1988; Cruz et al., 1999).

A primeira geracdo de milho Bt no Brasil foi comercializada a partir de 2007
(Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca [CTNBIo], 2007) para controle das
principais pragas do milho. A segunda geracao foi constituida por plantas de milho
gue expressam duas proteinas de Bt (CTNBio, 2010). O milho Bt foi rapidamente
adotado pelos agricultores, constituindo mais de 80 % das areas de cultivo de milho
no Brasil (Céleres, 2017). No entanto, a expressao continua de proteinas inseticidas
em plantas Bt expde as pragas-alvo a elevada pressdo de selecédo, favorecendo a
evolucao de resisténcia como por exemplo em populacfes da lagarta-do-cartucho.

Em campo, ja foi verificado populagbes da lagarta-do-cartucho com
resisténcia em milho CrylF, em Porto Rico (Storer et al., 2010), Estados Unidos
(Huang et al., 2014) e Brasil (Farias et al., 2014; Huang et al., 2014), além de
CrylAb (Omoto et al., 2016) podendo reduzir os beneficios da tecnologia. As
estratégias de manejo de resisténcia a insetos — MRI para milho Bt tém sido
largamente baseadas na expressao da proteina inseticida em alta dose e refugio
(Bates et al., 2005; Romeis et al., 2008; Tabashnik et al., 2013). Nesta estratégia

assume que a resisténcia as toxinas Bt € funcionalmente recessiva na populacédo da
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praga, sendo que cada toxina Bt atua de forma isolada ou combinada (piramide de
genes) e séo altamente eficazes contra a mesma populagao da praga, e que uma
fonte suscetivel de individuos estara disponivel para acasalar com quaisquer
sobreviventes da cultura Bt (refagio) (Gould, 1998; Andow, 2008). O refugio pode
ser disposto na forma de um reflgio estruturado, ou seja, bloco, perimetro ou faixas
da cultura ndo-Bt, a no maximo 800 metros da area Bt (Gould, 1998; Tabashnik et
al., 2009).

A alta adocdo de culturas Bt tem evidenciado a preocupacdo de que 0S
produtores ndo tém adotado as areas de refagio devido ao esforco adicional
associado com o plantio de reflgio e menores retornos das culturas nessas areas
em comparacdo com o plantio Bt (Mallet e Porter, 1992; Murphy et al., 2010). Para
tentar reduzir o problema da baixa adocao de areas de refagio pelos produtores, tem
sido sugerida uma estratégia alternativa comumente referida como mistura de
sementes ou “refugio na sacaria” (“Refuge in the bag” ou RIB), transferindo assim, a
responsabilidade da implementacdo do refugio para as empresas detentoras da
tecnologia (Gould, 1998; Carroll et al., 2012; Wangila et al., 2013).

No entanto a sobrevivéncia e o movimento larval de uma espécie-praga
devem ser avaliados em uma possivel estratégia de mistura de sementes, sobretudo
para as espécies que apresentam alta capacidade de dispersdo (Davis e Onstad,
2000). De acordo com Petzold-Maxwell et al. (2013), insetos que tendem a se
dispersar no sentido da linha do plantio, estariam condicionados ao uso do refugio
estruturado, uma vez que nesse tipo de plantio os individuos podem encontrar o
mesmo tipo de planta seja nos refugios em blocos ou faixas. Por outro lado, o RIB
pode aumentar a distribuicdo aleatéria e acasalamento entre os insetos no campo,
se nao ocorrer o movimento das larvas entre as plantas Bt e ndo-Bt (Hutchison et al.,
2010; Dhillon e Sharma, 2013). Para a broca-do-colmo, Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), estudos anteriores evidenciaram que 0
RIB pode ser uma estratégia adequada para o MIR em milho Bt com piramide de
genes (Wangila et al., 2013) e Ostrinia nubilalis (Hubner, 1796) (Lepidoptera:
Crambidae) (Davis e Onstad, 2000; Siegfried e Hellmich, 2012). No entanto, estudos

e informacdes sobre o movimento larval de S. frugiperda em milho Bt sdo escassos.
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Neste contexto, visando a otimizacdo de estratégias para o gerenciamento de
resisténcia a S. frugiperda, objetivou-se avaliar: 1) em laboratério, a sobrevivéncia e
o desenvolvimento de S. frugiperda exposta ao longo do desenvolvimento larval em
milho Bt piramidado e ndo-Bt e 2) em casa de vegetacéao, avaliar a mobilidade larval
em quatro esquemas de plantio com estas plantas de milho. Em todos os
experimentos foram utilizados os eventos de milho Bt, MON 89034 x MON 88017 e
Btll x MIR 162, referidos como Agrisure Viptera 3110 e YieldGard VT Pro 3,

respectivamente, e suas linhas isogénicas (ndo-Bt).

2. Material e Métodos

2.1. Condicdes experimentais

Os experimentos foram conduzidos em laboratério e em casa de vegetacao
no Departamento de Fitossanidade, Universidade Estadual Paulista (FCAV/UNESP),
Campus Jaboticabal, SP.

2.2. Populacéo de Spodoptera frugiperda

As lagartas de S. frugiperda (~ 200 lagartas) foram coletadas em area de
amendoim comercial, A. hypogaea L., em Jaboticabal, SP, Brasil, em 2011 (21° 24’
30.42” S 48° 28’ 58.34” W; 608 m altitude). A coleta foi realizada em area sem
aplicacdo de inseticidas. As lagartas foram colocadas em recipientes de criacao
(tubos de ensaio) de 39 cm? fechados na extremidade com chumaco de algodéo
hidréfugo. Cada recipiente continha aproximadamente 7 cm?® de dieta artificial,
proposta por Greene et al. (1976). As lagartas foram alimentadas em dieta artificial e
os adultos em solugdo de mel a 10% (w v1). A criacdo foi mantida em laboratério
sob condi¢des controladas (Temperatura: 25 + 2 °C; Umidade Relativa: 60 + 10%, e
fotoperiodo de (12L: 12D h).
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2.3. Milho Bt e ndo-Bt

Dois hibridos de milho Bt contendo as tecnologias YieldGard® VT Pro™ 3
(evento MON 89034 (CrylA.105 e Cry2Ab2) x MON 88017 (Cry3Bb1), Monsanto
Company, Brasil) e Agrisure® Viptera™ 3110 TGTL Viptera (evento Bt11 (CrylAb) x
Mir 162 (Vip3Aa20), Syngenta Seeds, Brasil) e suas isolinhas (milho ndo-Bt) foram
utilizados nesse estudo. O milho Genuity YieldGard VT Pro 3 continha trés genes Bt,
incluindo CrylA.105 e Cry2Ab2 para controle de lepidopteros pragas acima do solo
e Cry3Bbl para o controle de Diabrotica spp., pragas de raizes. Os hibridos
apresentavam tolerancia ao herbicida glifosato (Roundup®), pela expressédo do gene
epsps. Os hibridos de milho ndo-Bt expressavam a tolerancia ao herbicida, mas ndo
continha nenhuma das proteinas Bt. Ao longo do trabalho, para os hibridos de milho
Bt foi adotada a denominacéo YieldGard VT Pro 3 para a tecnologia YieldGard® VT
Pro™ 3 e Agrisure Viptera 3110 para a tecnologia Agrisure® Viptera™ 3110 TGTL
Viptera.

2.4. Sobrevivéncia e desenvolvimento de Spodoptera frugiperda em milho Bt e

nao-Bt

2.4.1. Semeadura e manutencdao das plantas

As plantas de milho foram cultivadas em vasos plasticos com capacidade de 5
Litros (trés plantas por vaso), com mistura de solo (Latossolo vermelho distréfico;
Centurion et al., 1995), areia, e composto organico, na propor¢do 2:1:1. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacdo (tela antiafideo - 50 mesh) e irrigadas
diariamente usando quantidades similares de agua para evitar inducdo indesejada
de estresse hidrico. Os experimentos foram iniciados utilizando-se folhas das
plantas de milho Bt e suas respectivas isolinhas n&o-Bt no estadio de

desenvolvimento vegetativo entre V4 e V6 (Magalh&es e Duraes, 2006).
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2.4.2. Biologia de Spodoptera frugiperda em milho Bt e ndo-Bt

As lagartas de S. frugiperda recém-eclodidas (menos de 24 h da eclosao)
foram inoculadas individualmente em recipientes plasticos (5 cm diametro x 8 cm
altura) contendo seccdes foliares (5 cm largura x 4 cm comprimento) da regiao do
cartucho das plantas. A liberacdo das lagartas foi realizada com o auxilio de um
pincel de pelo fino. Os recipientes continham ao fundo papel filtro umedecido com
agua deionizada. As simulacdes de alimentacao larval, dias [D] (D-1, D-2, D-3, D-6,
D-9, D-12 e D-15) consistiram em grupos de lagartas que foram alimentadas com
milho ndo-Bt a partir do dia da ecloséo e transferidas aos 1, 2, 3, 6, 9, 12 e 15 dias
apos a inoculacdo [DAI] para milho Bt com a tecnologia Agrisure Viptera 3110 ou
YieldGard VT Pro 3. A simulacdo (NBt) foi constituida por lagartas alimentadas em
milho ndo-Bt por todo o periodo de desenvolvimento larval, e (BtT) aquelas
alimentadas somente com milho Bt. As seccdes foliares foram substituidas
diariamente até a fase de pupacdo ou mortalidade completa dos insetos. Apos a
pupacéo, estas foram mantidas no mesmo recipiente contendo papel filtro ao fundo,
o qual foi umedecido a cada 3 dias até a emergéncia do adulto.

As avaliacbdes da sobrevivéncia e duracdo de cada estagio biolégico de S.
frugiperda foram realizadas diariamente. Ao atingir a fase de pupa (ap6s 24 horas),
foram pesadas em balanca analitica de precisdo 0.0001 g (Modelo Adventure
AR2140, 2013, Ohaus Corporation, Florham, Park, NJ, EUA). As pupas foram
sexadas observando a morfologia do abdome, conforme descrito por Luginbill
(1928).

A razdo sexual foi calculada através da férmula RS = £Q/2 (2+J3). Apds a
emergéncia dos adultos, foi avaliada a longevidade, sem o fornecimento de
alimento, a fim de investigar quanto tempo o0 inseto permaneceria vivo, com a
energia adquirida por eles durante a fase larval mediante a alimentag&o nos hibridos
de milho. Os dados de porcentagem de mortalidade das lagartas dos tratamentos
com milho Bt foram corrigidos a partir dos respectivos tratamentos com milho nao-Bt
(Abbott, 1925). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com 20 repeticbes em cada tratamento, sendo cada repeticdo

constituida por 5 lagartas, totalizando 100 lagartas por tratamento.
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2.5. Mobilidade e injarias de lagartas de Spodoptera frugiperda em milho Bt e
néao-Bt

2.5.1. Esquemas de plantio

O estudo da mobilidade larval e as injurias provocadas pelas lagartas de S.
frugiperda nas plantas foi realizado em casa de vegetagdo, sendo avaliado em
quatro esquemas de plantio, os quais foram adaptados de Wangila et al. (2013).
Cada esquema de plantio foi composto por parcelas constituidas de trés linhas, com
nove plantas em cada linha (27 plantas/esquema de plantio) (Fig. 1). O
espacamento foi semelhante ao utilizado nos campos de producdo de milho no

Brasil (50 cm entre linhas e 30 cm entre plantas).

Distancia 0 = 0 planta distante

Distancia 1 = 1 planta distante
Distancia 2 = 2 plantas distantes

Distancia 3 = 3 plantas distantes

Distancia 4 = 4 plantas distantes —> ‘%'

Figura 1. Constituicdo das parcelas e distribuicdo das distancias de
movimentacdo das lagartas de Spodoptera frugiperda nos
esquemas de plantio com milho Bt piramidado e ndo-Bt. A
distancia 0 - refere-se a planta central inicialmente infestada
com lagartas neonatas; distancia 1 - refere-se a oito plantas,
distantes uma planta da planta central; disténcia 2 - refere-se a
seis plantas, localizadas a duas plantas de distancia da planta
central; distancia 3 - refere-se a seis plantas, distantes trés
plantas da planta central; distancia 4 - refere-se a seis plantas
periféricas localizadas a quatro plantas da planta central.

Os quatro esquemas de plantio (tratamentos [Trt]) foram: Trt 1 - 27 plantas Bt;
Trt 2 - uma planta ndo-Bt no centro, circundada por 26 plantas Bt (refugio na sacaria,
RIB); Trt 3 - 27 plantas ndo-Bt (refugio estruturado) e Trt 4 - uma planta Bt no centro,

circundada por 26 plantas ndo-Bt (controle).
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O esquema de plantio do Trt 2 foi projetado para simular um RIB (refagio na
sacaria) plantas n&do-Bt (96): plantas Bt (4%), enquanto o Trt 3 foi utilizado para
simular uma area de “refugio estruturado” de plantio. Foi utilizado o delineamento em

blocos ao acaso com 5 repeticdes para cada esquema de plantio.

2.5.2. Semeadura e conducao das plantas

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacéo (tela antiafideo - 50 mesh).
Para a conducdo dos experimentos as sementes dos hibridos de milho foram
semeadas em vasos plasticos com capacidade de 5 Litros (trés plantas por vaso),
com mistura de solo (Latossolo vermelho distréfico; Centurion et al. 1995), areia, e
composto organico, na proporcdo 2:1:1 e apdés a emergéncia das plantulas foi
realizado o desbaste, deixando uma planta por vaso. Nesse experimento foi
adicionada adubacdo de plantio, com adicdo do equivalente a 350 kg/ha?' de
nitrogénio-fésforo-potassio (NPK; 08-20-18 + 0,3% Zn; Fertilizantes Heringer S/A,
Brasil). As plantas foram irrigadas sempre que necessario. Na fase vegetativa (V4)
foi realizada a adubacédo de cobertura correspondente a 250 kg ha' da formulacédo
mineral NPK (30-00-10; Fertilizantes Heringer S.A, Brasil). A irrigacdo e eliminacao

de plantas daninhas foram realizadas sempre que necessario.

2.5.3. Infestacéao artificial e avaliacdo da mobilidade de lagartas de Spodoptera

frugiperda

As infestacBes com as lagartas de S. frugiperda foram realizadas no estagio
vegetativo (V5) das plantas de milho. Foram liberadas 40 lagartas neonatas (até 12
horas ap0s a eclosdo) em cada esquema de plantio. A liberagdo das lagartas foi
realizada na planta central de cada esquema de plantio (Trt) (Fig. 1), sendo
liberadas na face adaxial das folhas na regido do cartucho das plantas com o auxilio

de um pincel de pelo fino.
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As avaliagcbes foram realizadas ao 3°, 9° e 15° dias ap0s a infestacao (DAI)
das lagartas nas plantas de milho. Foram avaliados o nimero de lagartas por planta,
nota visual de injarias ocasionada pela alimentacdo e a mobilidade das lagartas de
S. frugiperda.

Para a avaliacdo do numero de lagartas de S. frugiperda por planta de milho,
foram analisadas todas as plantas nos diferentes esquemas de plantio e registrado o
namero de lagartas. A determinacdo do numero de lagartas por planta foi realizada
verificando-se as trés folhas centrais da regiao do “cartucho” das plantas.

Para a injuria das lagartas nas plantas foi atribuida uma nota de injaria, de
acordo com a escala visual de nota de injarias (escala Davis) (0 — nenhuma injaria
visual a 9 —injurias severas) (Davis et al., 1992) (Apéndice A).

A mobilidade das lagartas foi avaliada anotando a distribuicdo das lagartas
nas diferentes distancias avaliadas, em todas as avaliagbes. O numero de lagartas
foi distribuido categoricamente ao conjunto de distancia: distancia O - refere-se as
plantas centrais que inicialmente foram infestadas com 40 lagartas neonatas de S.
frugiperda; distancia 1 - refere-se as plantas localizadas uma planta distante da
planta central; distdncia 2 - refere-se as seis plantas localizadas duas plantas
distantes da planta central; distancia 3 - refere-se as seis plantas localizadas trés
plantas distantes da planta central; distancia 4 - referem-se as seis plantas centrais
periféricas localizadas quatro plantas distantes da planta central (Fig. 1), adaptado
de Wangila et al. (2013).

2.6. Andlise estatistica

Os dados de crescimento e desenvolvimento de S. frugiperda foram
submetidos ao teste de Kolmogorov-Sminorv (Kolmogorov 1933, Smirnov 1939) para
a verificagdo da normalidade dos residuos e ao teste de Levene (Levene 1960) para
a homogeneidade de variancias. Os dados que nao atenderem aos pressupostos de
normalidade dos residuos e/ou heterogeneidade das variancias, foram submetidos a
transformacdo mais adequada e em seguida submetidos ANOVA one-way (P <
0,05). Para a sobrevivéncia de pupas e emergéncia de adultos os tratamentos foram

comparados a partir de intervalos de 95% de confianca para as proporcgoes.
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Os dados do experimento de mobilidade relacionados ao nimero de lagartas
recuperadas do Trt 2 (plantas nao-Bt; refagio) foram separados daqueles das
plantas Bt. Da mesma forma, os dados observados no Trt 4 (planta Bt no centro;
circundada por plantas ndo-Bt). Dados sobre o numero de insetos e notas de injarias
por planta foram transformados In (x+1) e em seguida submetidos ANOVA one-way.
As distancias foram analisadas usando o teste LSD (P < 0,05). Para cada tratamento
em cada um dos momentos de avaliacdo (dias), foi construido mapas de infestacéo
de lagartas e mapas de injurias usando o método da janela mével de raio variavel.

Todas as andlises estatisticas dos dados foram realizadas usando o Software
R verséo 3.5.1 (R Core Team, 2018).
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3. Resultados

3.1. Sobrevivéncia e desenvolvimento de S. frugiperda em milho Bt piramidado

e nao-Bt

As lagartas de S. frugiperda de neoantas (D1) ao quinto instar (D5) quando
expostas as folhas de milho Agrisure Viptera 3110, ndo completaram o
desenvolvimento. O contrario foi observado no milho ndo-Bt (NBt) no qual 83% das

lagartas atingiram a fase de pupa, com 76% de adultos emergidos (Tab. 1).

Tabela 1. Porcentagem de sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda em
milho Bt piramidado com a tecnologia Agrisure Viptera 3110 e ndo-Bt ao
longo do desenvolvimento larval.

Tempo de % sobrevivéncia larval a cada 3 dias
. alimentacéo

Tratamento em milho 0 3 ] o i " " % %

néo-Bt (d) pupas adultos
NBt diariamente 100 96 91 90 90 88 85 83¢ 76°
D1 1 100 2 0 -b - - - - -
D2 2 100 7 0 - - - - - -
D3 3 100 98 4 0 - - - - -
D6 6 100 97 92 31 0 - - - -
D9 9 100 92 91 90 7 0 - - -
D12 12 100 96 93 91 91 18 0 - -
D15 15 100 98 93 92 90 86 29 - -
BtT 0 100 0 - - - - - - -

aTratamento: NBtT, lagartas alimentadas em milho ndo-Bt; BtT, lagartas alimentadas apenas com
milho Bt; D1, D2, D3, D6, D9, D12 e D15, lagartas alimentadas durante 1, 2, 3, 6, 9, 12 e 15 dias em
milho n&o-Bt e depois transferidas para milho Bt. PLagartas ndo completaram o ciclo de
desenvolvimento. O ndmero em itadlico mostra o tempo e o nimero de lagartas que foram
transferidas para milho ndo-Bt. ‘Andlise estatistica ndo realizada devido ao ndmero reduzido de
repeticoes.

Nas simulagbes de exposicdo ao milho YieldGard VT Pro 3 foi verificada a
sobrevivéncia de S. frugiperda, ao longo do desenvolvimento larval até a emergéncia
do adulto (D1 - D15; Tab. 2).
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Tabela 2. Porcentagem de sobrevivéncia de Spodoptera frugiperda em milho Bt
piramidado com a tecnologia YieldGard VT Pro 3 e ndo-Bt ao longo do
desenvolvimento larval.

Tempo de % sobrevivéncia larval a cada 3 dias
Tratamento? alimeq';]agéo

em milho

ndo-Bt (d) 0 3 6 9 12 15 18
NBt diariamente 100 95 92 91 89 86 82
D1 1 100 20 14 13 9 9 9
D2 2 100 91 43 39 39 39 37
D3 3 100 96 28 28 27 27 26
D6 6 100 94 93 89 59 51 41
D9 9 100 97 96 94 71 50 42
D12 12 100 98 96 95 94 55 36
D15 15 100 96 93 91 92 90 63
BtT 0 100 43 20 17 13 13 6

aTratamento: NBt, lagartas alimentadas em milho n&o-Bt; BtT, lagartas alimentadas apenas com
milho Bt; D1, D2, D3, D6, D9, D12 e D15, lagartas alimentadas durante 1, 2, 3, 6, 9, 12 e 15 dias em
milho n&o-Bt e depois transferidas para milho Bt.

A sobrevivéncia de pupas variou de 16 a 43% e a emergéncia de adultos ente
14 e 39% (Figs 2A e 2B). Na simulagdo com exposi¢cédo das lagartas durante toda a
fase de desenvolvimento no milho Bt, 6% atingiram a fase adulta (dados néo
mostrados). As lagartas alimentadas com milho ndo-Bt, 83 e 76%, originaram pupas
e adultos, respectivamente (Fig. 2A e 2B).
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Figura 2. Médias e Intervalos de 95% de confianca para a proporcéo de
sobrevivéncia de pupas (A) e emergéncia de adultos (B) de
Spodoptera frugiperda em milho Bt piramidado com a tecnologia
YieldGard VT Pro 3 e nado-Bt (isolinha) ao longo do desenvolvimento.
Tratamentos: NBt, lagartas alimentadas em milho n&do-Bt; BtT, lagartas
alimentadas apenas com milho Bt; D1, D2, D3, D6, D9, D12 e D15,
lagartas alimentadas durante 1, 2, 3, 6, 9, 12 e 15 dias em milho ndo-Bt e
depois transferidas para milho Bt. Os tratamentos D1 e BtT ndo foram
inclusos devido ao baixo numero de individuos sobreviventes e/ou
emergidos.
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Nas simulacdes de exposicao das lagartas de S. frugiperda de neonatas ao
quinto instar, com o milho Agrisure Viptera 3110, ndo foi possivel observar a
duracédo das fases de desenvolvimento e crescimento devido a mortalidade total das
lagartas expostas nos diferentes tempos, o mesmo ocorreu quando estas, foram
expostas na simulacdo (Bt) por todo o periodo de desenvolvimento. Somente as
lagartas expostas no milho ndo-Bt completaram as fases de desenvolvimento (Tab.
3).

Tabela 3. Duracdo em dias (tEPM) das fases de larva, pupa, larva-adulto, razéo
sexual e biomassa de pupas de Spodoptera frugiperda alimentadas em
milho Bt piramidado com a tecnologia Agrisure Viptera 3110 e nédo-Bt
em simulacdes de alimentacao larval.

Tratamento®  Larva (d) Pupa (d) Larva-adulto (d)  RS(Q/9+) Bpizr;;:?r?] g)e

NBt 19,60+0,25 10,58+0,09 35,30+0,32 0,56+0,06 196,12+3,25

D1 b - - - -

D2 -

D3 -

D6 -

D9 -

D12 -

D15 -

BtT - - - - -
EPM — Erro Padrdo da Média. ®Tratamento: NBt, lagartas alimentadas em milho n&do-Bt; BtT,
lagartas alimentadas apenas com milho Bt; D1, D2, D3, D6, D9, D12 e D15, lagartas alimentadas
durante 1, 2, 3, 6, 9, 12 e 15 dias em milho ndo-Bt e depois transferidas para milho Bt. PLagartas
nao completaram o ciclo de desenvolvimento. Analise estatistica ndo realizada devido ao nimero
reduzido de tratamento.

No milho YieldGard VT Pro 3 duracdo das fases larval (Hsos = 33,47; P <
0,0001), pupal (Hs,es = 61,67; P < 0,0001), e larva-adulto (Hses = 29,33; P < 0,0001)
apresentaram diferencas significativas quando expostas ao longo do tempo nas
simulacdes. A biomassa de pupas (Hs 9 = 29,48; P < 0,0001) foi significativa entre
as simulagdes. Para a razdo sexual ndo houve diferencas siginificativas (He,os = 3,62;
P =0,7270) (Tab. 4).
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Tabela 4. Duracédo em dias (tEPM) das fases de larva, pupa, larva-adulto, razéo
sexual e biomassa de pupas de Spodoptera frugiperda alimentadas
em milho Bt piramidado com a tecnologia YieldGard VT Pro 3 e nao-
Bt em simulagdes de alimentacao larval.

Tratamento®  Larva(d) Pupa (d) Larva-adulto (d)  RS(Q/Q+J) Biomassa de

pupas (mg)
NBt 20,26+0,18 ab  10,93%0,11 a 3487+027a  0,54+0,05 24138+3,69a
D1 b - - - -
D2 20,87+0,47b  1058+0,19ab 3548+064a 0,43+ 0,06 199,32+ 5,77 b
D3 21,18+0,38b 8,87 +0,44c 3497+065a 0,50 +0,08 213,62 +5,79 ab
D6 21,86+042b 9,09+0,11c 3434+042a 0,37 +0,08 174,75 +5,42 ¢
D9 2142+041b 9,00+0,13 ¢ 3431+062a 0,50 +0,07 185,52 + 7,48 b
D12 20,92+0,32b 9,04+0,18¢ 3361+038a  0,41+0,06 178,25 + 3,39 ¢
D15 19,38+0,19a 9,61+0,16b 3221+027b  0,50+0,06 178,25 +3,39 ¢
BtT - - - - -

EPM — Erro Padréo da Média. ®Tratamento: NBt, lagartas alimentadas em milho néo-Bt; BtT,
lagartas alimentadas apenas com milho Bt; D1, D2, D3, D6, D9, D12 e D15, lagartas alimentadas
durante 1, 2, 3, 6, 9, 12 e 15 dias em milho ndo-Bt e depois transferidas para milho Bt. "Média do
tratamento ndo inserida devido ao numero reduzido de repeticbes. Médias seguidas de letras
diferentes na coluna diferem significativamente entre si (P < 0,05; Teste de Kruskal-Wallis).

3.2. Mobilidade e injurias de S. frugiperda em milho Bt piramidado e ndo-Bt

A mobilidade das lagartas de S. frugiperda foi estatisticamente significativa
entre 0s esquemas de plantio com Agrisure Viptera 3110 (Fs2s = 31,22; P < 0,0001)
e YieldGard VT Pro 3 (Fs25 = 15,08; P < 0,0001) (Fig. 5). Lagartas vivas foram

encontradas somente nos esquemas de plantio com plantas de milho ndo-Bt.

Tabela 5. NUumero médio (xEPM) de lagartas de Spodoptera frugiperda nos
esquemas de plantio de milho Bt piramidado com as tecnologias
Agrisure Viptera 3110 e YieldGard VT Pro 3 e suas respectivas
plantas ndo-Bt em casa de vegetacao.

Numero de lagartas por planta

Esquema de plantio Agrisure Viptera YieldGard VT
3110 Pro 3
Trt 1: Plantas Bt 0,00+0,04 c 0,00+0,04 ¢
Trt 2: uma planta ndo-Bt no centro, Plantas Bt 0,00+0,04 c 0,20+0,17 c
circundadas por 26 plantas Bt (RIB) Plantas ndo-Bt 1,40+ 0,20 a 1,20+ 0,06 a
Trt 3: Plantas ndo-Bt (refugio estruturado) 0,68+0,04 b 0,64+0,06 b
Trt 4: uma planta Bt no centro, circundadas Plantas Bt 0,00+ 0,04 ¢ 0,00+ 0,04 c
por 26 plantas ndo-Bt Plantas ndo-Bt 0,27+ 0,04 c 0,32+ 0,04 c

EPM — Erro Padrdo da Média. Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem
significativamente entre si (P < 0,05; Teste de LSD).
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No esquema de plantio Trt 2 (RIB) com a tecnologia Agrisure Viptera foram
recapturadas 1,40 lagartas por planta, e em YieldGard VT Pro 3 uma média de 1,20
lagartas (Tab. 5). No Trt 3 (refugio estruturado) foram recuperadas, 0,68 e 0,64
lagartas em Agrisure Viptera 3110 e YieldGard VT Pro 3, respectivamente. Lagartas
vivas também foram observadas no Trt 4 (planta Bt no centro, circundadas por
plantas ndo-Bt), com 0,27 lagartas em Agrisure Viptera 3110 e 0,32 lagartas em
YieldGard VT Pro 3 (Tab. 5).

Ao observar as distancias, no milho Agrisure Viptera 3110, houve diferencas
significativas no numero de lagartas vivas de S. frugiperda encontradas nos
esquemas de plantio no terceiro DAI para a distancia 0 (Fs19 = 66,16; P < 0,0001)
(Tab. 6). Nos Trts 2 (1 planta ndo-Bt centro, 26 plantas ndo-Bt na parcela, RIB) e 3
(100% plantas n&o-Bt, refugio estruturado) foram encontradas 6,80 e 5,00 lagartas,
respectivamente. Nos Trts 1 (100% de plantas Bt) e 4 (1 planta Bt centro, 26 plantas
nao-Bt na parcela), ndo foi verificada a presenca de lagartas. Nas demais distancias
(1 a 4) ndo foram encontradas lagartas sobreviventes. Na distancia 1 (Fs,19 = 149,62;
P < 0,0001), o maior numero de lagartas (0,92) por planta foi observado no esquema
de plantio Trt 3, assim como nas demais distancias. Na distancia 2 (Fs19 = 53,60; P
< 0,0001) e 3 (F319 = 23,76; P < 0,0001) o numero de lagartas foi de 0,50 e 0,43,
respectivamente. Na distancia 4 (Fs19 = 3,89; P < 0,0375) o numero de lagartas foi
reduzido tanto no refagio estruturado como no Trt 4 (Tab. 6).

Diferencgas siginificativas foram observadas aos nove DAI de S. frugiperda em
todos os esquemas de plantio e para todas as distancias (Tab. 6). Na distancia 0
(Fs19 = 45,66; P < 0,0001), foram verificadas lagartas vivas somente nos esquemas
Trt4 e Trt 3, 3,60 e 2,00 lagartas por planta, respectivamente. Na distancia 1 (Fs,19 =
62,62; P < 0,0001), o maior numero médio de lagartas foi observado no Trt
simulando reflgio estrututado (0,88). Na distancia 2 (Fs 19 = 27,41; P < 0,0001), o
namero médio de lagartas por planta foi de 0,40 e 0,30, no refugio estruturado e
Trt4, respectivamente. O numero de lagartas vivas nas distancias 3 (Fs19 = 32,56; P
< 0,0001) e 4 (Fs19 = 12,63; P = 0,0005) foi maior no tratamento simulando refagio
estruturado, (0,73) e (0,33), respectivamente (Tab. 6).



Tabela 6. Numero médio (+ EPM) de lagartas e notas de injurias de Spodoptera frugiperda aos 3, 9, e 15 dias apos a
infestacdo em quatro esquemas de plantio de milho Bt piramidado com a tecnologia Agrisure Viptera 3110 e

nao-Bt.
Numero médio de lagartas Notas de Injaria
Distancia  Esquema de Plantio
3 9 15 3 9 15
Bt 0,00+0,27b 0,00+ 0,13 ¢ 0,00+ 0,06 ¢ 0,00+0,21b 0,00 +0,17 ¢ 0,00 £ 0,06 ¢
RIB 6,80+1,23a 3,60+ 0,47 a 1,40+0,18a 3,20+0,20 a 6,60 +0,17a 8,00 £0,06b
DO Refugio Estruturado 5,00+ 0,95 a 2,00+ 0,49b 1,00+ 0,06 b 4,00+0,35a 5,80 +0,26 b 8,40+0,18 a
Nao Bt fora 0,00+0,27b 0,00+ 0,13 ¢c 0,00 + 0,06 ¢ 0,00+£0,21 b 0,00+0,17 ¢ 0,00 £ 0,06 ¢
Bt 0,00 £ 0,02 c 0,00£0,03 ¢ 0,00 £ 0,02 ¢ 0,00 £0,07 b 0,00+0,13 ¢ 0,00+0,14 c
RIB 0,00 £ 0,02 c 0,00£0,03 ¢ 0,00 £ 0,02 ¢ 0,00 £0,07 b 0,05+0,09c 0,18+0,15¢
D1 Refligio Estruturado 0,92+ 0,06 a 0,88+ 0,06 a 0,73+0,06 a 1,40+0,15a 4,05+0,10 a 6,17+042a
N&o Bt fora 0,58+0,05b 0,48+0,07b 0,38+0,07b 1,22 £ 0,06 a 2,05+0,20b 3,28+0,42b
Bt 0,00 £ 0,02 c 0,00£0,02 b 0,00 £ 0,03 ¢ 0,00 £0,04 c 0,00+0,12 ¢ 0,00+£0,34 b
RIB 0,00 £ 0,02 c 0,00£0,02 b 0,07 £ 0,06 ¢ 0,00 £0,04 c 0,07 £ 0,06 ¢ 0,47 £0,53 b
D2 Refligio Estruturado 0,50 +0,04 a 0,40+ 0,04 a 0,80+0,03a 0,90 +0,14 a 237+021a 517+031a
N&o Bt fora 0,30+0,04b 0,30+ 0,06 a 0,37+0,07b 0,47 +0,13b 153+0,27b 3,30+0,64 a
Bt 0,00 £ 0,02 c 0,00 £ 0,04 ¢ 0,00+0,01c 0,00+£0,15b 0,00+£0,15¢ 0,00+£0,19¢
RIB 0,00 £ 0,02 c 0,00 £ 0,04 ¢ 0,07 +0,05c 0,00+£0,15b 0,00+£0,15¢ 0,33+0,36¢C
D3 Refugio Estruturado 0,43+0,03 a 0,73+0,03 a 0,53+0,05a 0,90+0,15a 3,03+0,30a 4,76 +0,17 a
N&o Bt fora 0,23+0,06b 0,30+0,08b 0,23+0,03b 0,74+0,24 a 1,10+0,37b 2,43+0,42b
Bt 0,00+£0,02b 0,00+£0,01b 0,00+0,01b 0,00 £ 0,04 b 0,00 £ 0,07 b 0,00+£0,19¢
RIB 0,00+£0,02b 0,00+£0,01b 0,00+£0,01b 0,00 £ 0,04 b 0,00+0,07b  0,13+0,15bc
D4 Refugio Estruturado 0,17 £ 0,04 a 0,33+0,06 a 0,37 +0,05a 0,33+0,10a 1,80+ 0,20 a 3,56 +0,43 a
N&o Bt fora 0,07 £ 0,05 ab 0,06 + 0,06 a 0,10+0,04b 0,07+0,05b 0,23+0,20b 0,73+0,29b

EPM — Erro Padrao da Média. Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem significativamente entre si (P < 0,05; Teste de LSD).
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Na avaliagéo final, 15 DAI das lagartas, houve diferengas significativas entre o
namero médio de lagartas de S. frugiperda vivas por planta nos esquemas de plantio
na distancia 0 (Fs19 = 82,81; P < 0,0001), com 1,40 e 1,00 lagartas nos Trts com
planta ndo-Bt no centro, refagio na sacaria e refugio estruturado (Tab. 6). Nas
distancias 1 (Fs19=53,27; P < 0,0001), 2 (F319= 34,58; P < 0,0001), 3 (Fs,19 = 25,60;
P =0,0024) e 4 (Fs19= 20,97; P < 0,0001) o numero de lagartas vivas por planta foi
maior no Trt simulando o refugio estruturado (= 0, 35 lagartas por planta) (Tab. 6).

Quanto a nota de injurias verifica-se que no milho com tecnologia Agrisure
Viptera 3110, houve diferencas significativas nas injlrias causadas pelas lagartas de
S. frugiperda na distéancia 0 (Fs19 = 207,17; P < 0,0001), com maiores valores
meédios de injuria nos Trts RIB (3,20) e 3 (4,00), ambos com plantas ndo-Bt no centro
(Tab. 6). O Trt 1 (100% plantas Bt) ndo apresentou injurias em nenhuma das
distancias.

Na distancia 1 (F3,19 = 96,68; P < 0,0001) as maiores médias de injurias foram
observadas nos Trts 3 (1,40) e 4 (1,22), ndo diferindo entre si. Para a distancia 2
(Fs19 = 18,40; P < 0,0001) a maior média de nota de injuria foi observada na
simulacdo com refugio estruturado (0,90). Na distancia 3 (F3,10 = 6,71; P = 0,0066),
nos Trts 3 e 4 foram observadas notas de injuria média de (0,90) e (0,74).
Resultados semelhantes foram observados no Trt 3 (0,33) para a distancia 4 (Fz 19 =
4,53; P =0,0242) (Tab. 6).

Aos nove dias, na distancia 0 (Fs19 = 1111,15; P < 0,0001), a maior nota de
injuria foi verificada na simulagcdo com refugio estruturado (5,80), seguida com RIB
(6,60). Na distancia 1 (Fs,19 = 303,25; P < 0,0001) as maiores notas de injuria por
planta, foram observadas no trt 3 (4,05). As maiores médias, também foram
verificadas nas distancias 2 (Fs3,19 = 29,68; P < 0,0001), 3 (F3,19 = 26,67; P < 0,0001)
e 4 (Fs19=29,17; P <0,0001), variando entre (>1,80 < 3,03) (Tab. 6).

Na ultima avaliagdo, aos 15 DAI foram observadas as maiores notas de injaria
por planta, com diferencas significativas entre os quatro esquemas de plantio em
cada uma das cinco distancias avaliadas. Na distancia 0 (Fs19 = 1496,00; P <
0,0001), as maiores notas de injaria foram verificadas nos Trts simulando refugio
estruturado (8,40) e RIB (8,00). O esquema de plantio com refagio estruturado,

atingiu as maiores notas médias de injurias nas distancias 1 (Fs10 = 151,66,18; P <
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0,0001), 2 (Fs,19= 19,66; P < 0,0001) e 4 (Fs,190 = 31,49; P < 0,0001). Na distancia 2
(F3190=19,66; P < 0,0001) os esquemas trts 3 e 4, ndo diferiram entre si. (Tab. 6).

Ndo houve diferencas significativas no numero de lagartas vivas de S.
frugiperda encontradas nos esquemas de plantio com o milho YieldGard VT Pro 3 no
terceiro dia apés a infestacdo, para a distancia 0 (planta central) (F319 = 3,29; P =
0,0581) (Tab. 7). As distancias 1 (Fs19 = 39,71; P < 0,0001), 2 (Fs19 = 21,37; P <
0,0001), 3 (F319=10,81; P < 0,0001) e 4 (Fs19 = 19,90; P < 0,0001) apresentaram
diferencas significativas. Os Trts 3 e 4 apresentaram as maiores médias de lagartas
vivas por planta nas distancias de 1 a 4, variando entre 0,16 e 0,78 lagartas. No
milho YieldGard VT Pro 3, Trtl foi encontrado 0,13 lagartas vivas na distancia 2
(Tab. 7).

Na avaliacdo realizada nove dias apOs a liberacdo, houve diferencas
significativas no nimero de lagartas vivas nos esquemas de plantio, para a distancia
0 (Fs19 = 4,94; P = 0,0185). Os plantios simulando RIB (3,20) e refagio estruturado
(2,20) apresentaram o maior niumero médio de lagartas vivas por planta. Para as
demais distancias houve diferencas significativas (P < 0,0001) entre os tratamentos.
N&o foram encontradas lagartas vivas de S. frugiperda no esquema de plantio com
plantas Bt (100%). No refugio estruturado o niumero médio de lagartas vivas por
planta nas distancias 1 (Fsz19 = 169,93; P < 0,0001), 2 (Fs19 = 34,47; P < 0,0001), 3
(Fs10=18,40; P < 0,0001) e 4 (Fs19=12,72; P < 0,0001), variou entre 0,33 e 0,67.
No plantio com (uma planta Bt no centro, cercada por 26 plantas ndo-Bt; Trt 4),
verificou-se que as lagartas afastaram da planta central e dispersaram para as
plantas ndo-Bt, com o numero de lagartas variando entre 0,16 e 0,65 entre as
distancias (Tab. 7).



Tabela 7. Numero médio (+ EPM) de lagartas e notas de injarias de Spodoptera frugiperda aos 3, 9, e 15 dias
apos a infestacdo em quatro esquemas de plantio de milho Bt piramidado com a tecnologia YieldGard

VT Pro 3 e ndo-Bt.

NUmero médio de lagartas

Notas de Injdria

Distancia Esquema de Plantio
3 9 15 3 9 15
Bt 5,20+ 0,91 2,00+0,33ab 0,00+0,06b 1,80+0,25b 2,40+0,68b 2,80+0,50b
RIB 6,00+ 0,43 3,20+ 0,28 a 1,20+ 0,18 a 3,40+£0,20a 5,40+ 0,66 a 7,60+0/42a
DO Refagio Estruturado 3,40 £ 0,36 220+042a 1,20+ 0,18 a 3,60+£0,35a 540+0,75a 8,00+ 0,46 a
Nao Bt fora 2,80 +0,33 0,80+0,35b 0,20+£0,18b 1,60+0,22b 1,00+048ab 2,40+0,69b
Bt 0,13+0,04b 0,00+£0,01b 0,00£0,02 ¢ 0,10 £0,12¢c 0,00+£0,20b 0,00+0,22 ¢
RIB 0,00+£0,02b 0,02+0,04b 0,00£0,03¢c 0,00 £0,11c 0,28+0,21b 0,15+0,29¢c
D1 Refligio Estruturado 0,78 £ 0,08 a 0,67 £0,02 a 0,70+ 0,09 a 1,80 +0,16 a 3,35+0,46 a 6,15+0,39a
Nao Bt fora 0,73+0,10a 0,65+0,03a 0,42+0,06 b 1,10+ 0,10b 2,30+0,22a 4,38+0,28b
Bt 0,00 £0,03b 0,00+0,02¢c 0,00+ 0,04 b 0,00+0,09¢c 0,00+0,15¢c 0,00+0,40c
RIB 0,00 +0,03b 0,00 £0,02 c 0,00+ 0,04 b 0,00+0,09¢c 0,00+£0,15¢ 0,00+0,40¢c
D2 Refugio Estruturado 0,56 +0,06 a 0,60+0,43 a 0,43+0,05a 1,47 £0,29 a 2,97 £ 0,36 a 4,37+0,34a
Nao Bt fora 0,40 £0,10 a 0,27+ 0,07 b 0,30+0,12a 0,77+0,15b 1,00+0,14b 3,30+1,04b
Bt 0,00+£0,03b 0,00 £0,03b 0,00+0,02¢c 0,00+ 0,00 b 0,00+£0,12b 0,00+£0,25b
RIB 0,00+£0,03b 0,00+0,03b 0,00+0,02¢c 0,00+ 0,00 b 0,20+ 0,17 b 0,00+£0,25b
D3 Refligio Estruturado 0,33+0,07 a 0,50 + 0,06 a 0,70 +0,08 a 1,83+0,50 a 220+0,34a 3,46+0,80a
Nao Bt fora 0,27 +0,05a 0,43+0,10a 0,43+0,06b 1,17+ 0,17 ab 1,60+0,19 a 3,94+1,15a
Bt 0,00+0,02¢c 0,00+ 0,00 c 0,00+0,01b 0,00+ 0,03b 0,00+ 0,05c¢c 0,00+0,11c
RIB 0,00 £0,02c 0,00+£0,00c 0,00+0,01b 0,03+0,08b 0,00+£0,05¢ 0,00+£0,11¢c
D4 Refligio Estruturado 0,40+0,05a 0,33+0,05a 0,60 +0,09 a 1,00+0,21a 1,73+0,22a 4,56 + 0,50 a
Nao Bt fora 0,17+0,05b 0,13+0,05b 0,02+0,07b 0,33+0,07b 0,87+0,20b 153+0,29b

EPM - Erro Padrdo da Média. Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem significativamente entre si (P < 0,05; Teste de LSD).
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Na ultima avaliacdo realizada aos 15 DAI das lagartas, houve diferencas
significativas entre 0 nimero médio de lagartas de S. frugiperda vivas por planta nos
esquemas de plantio para a distancia O (Fs19=18,15; P < 0,0001), com 1,20 lagartas
vivas nos Trts 3 e 4. Nas distancias 2 (F3,19=30,54; P < 0,0001), 3 (F3,19=8,74; P =
0,0024) e 4 (Fs19 = 47,32; P < 0,0001) o numero de lagartas vivas por planta foi
maior no reflgio estruturado (= 0,4 lagartas por planta). Nos Trts 1 e 2 ndo foram
verificadas lagartas vivas nas distancias de 1 a 4 (Tab. 7).

Com relacao as injurias ocasionadas por S. frugiperda observou-se que aos

trés DAI houve diferencas significativas nas injurias causadas na distancia 0 (F3,19
11,52; P = 0,0008), com maiores notas de injurias por planta nos Trts 2 (3,40) e 3
(3,60) (Tab. 7). Nas distancias 1 (Fs19 = 58,45; P < 0,0001), 2 (Fs19 = 12,04; P
0,0006), 3 (Fs,19 = 3,66; P = 0,0440), e 4 (Fs19 = 4,35; P = 0,0272) as maiores notas

de injurias por planta foram verificadas na simulagdo com refugio estruturado (<

2,00). Nos esquemas de plantio Trts 1 e 2 com milho YieldGard Vt Pro 3, ndo foram
observadas injurias nas plantas a partir das distancias 2 a 4 (Tab. 7).

Na avaliagcao realizada aos nove dias na distancia 0 (Fs19= 7,18; P = 0,0051),
as maiores notas de injaria (5,80) foram obtidas nos trts 2 e 3, ambos com plantas
ndo-Bt no centro. Para a distancia 1 (Fs19=46,97; P < 0,0001) as maiores notas por
planta, foram observadas nos trts 3 e 4, ndo diferindo entre si. Na distancia 2 (F3,19 =
69,38; P < 0,0001), observou-se maiores injurias no Trt 3. Para a distancia 3 (F3,10 =
34,36; P < 0,0001), as notas de injurias foram semelhantes nos Trts 3 e 4. Enquanto
na distancia 4 (Fs19 = 40,07; P < 0,0001), a maior média da nota de injuria foi
observada no Trt 3 (1,84) (Tab. 7).

Na avaliacéo final aos 15 DAI houve diferencas significativas entre os quatro
esquemas de plantio em cada uma das cinco distancias avaliadas. Na distancia 0
(Fs10 = 24,18; P < 0,0001), as maiores notas de injuria foram ocasionadas nos
tratamentos com plantas n&o Bt no centro, refugio estruturado (8,00) e refugio na
sacaria (7,60), ndo diferindo entre si. No esquema de plantio com refagio
estruturado, foram observadas as maiores notas médias de injarias, na distancia 1
(Fs190 = 186,18,18; P < 0,0001), 2 (Fs19 = 10,02; P = 0,0014) e 4 (F310=87,81; P <
0,0001). Somente a distancia 3 (Fs,19 = 6,59; P = 0,007) apresentou a menor média
(Tab. 7).
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Com base nos mapas de intensidade de infestacdo e de nota visual de
injurias (Figuras 3 a 8), observa se que houve mobilidade das lagartas de S.
frugiperda entre as plantas de milho Bt e n&o-Bt nos esquemas de plantio
avaliados, tanto em Agrisure Viptera 3110 como em YieldGard VT Pro 3. Nos
esquemas de plantio somente com plantas Bt, com as tecnologias avaliadas, nao
houve lagartas sobreviventes.

A distancia média de caminhamento das lagartas da planta de liberacéo foi
reduzida nos esquemas de plantio simulando um RIB (Figs. 3 e 6). Nestes
esquemas de plantio um maior niumero de lagartas, tenderam a se estabelecer
inicialmente na planta de milho ndo-Bt (planta central). Ao longo das avaliacdes,
as lagartas foram se dispersando da planta ndo-Bt para as plantas Bt. Nas
avaliacOes realizadas no milho Agrisure Viptera 3110 aos trés e nove DAI, verifica-
se que lagartas se mantiveram na planta central (Fig.3). Aos quinze dias observa-
se que as lagartas se movimentaram da planta ndo-Bt para plantas Bt adjacentes.
Em YieldGard VT Pro 3 observou-se comportamento similar das lagartas (Fig. 6).
No entanto, estas foram controladas pelas proteinas de Bt expressas nas plantas
Bt nos eventos de milho avaliados. As notas de injurias foram observadas, apenas
nas plantas ndo-Bt em todas as avaliacOes realizadas. A movimentacdo das
lagartas no plantio em RIB se deve principalmente a alta nota de injaria observada
na planta ndo-Bt, o que provavelmente fez com que as lagartas procurassem por
alimento.

A distancia de movimento das lagartas entre plantas de milho n&o-Bt foi
aproximadamente de 1,20 m da planta de infestacdo nos esquemas de plantio
com planta central Bt, circundada por plantas ndo-Bt (Figs. 4 e 7) e simulando
refagio estruturado, plantas ndo-Bt (Figs. 5 e 8). Nas simulagbes com plantas Bt
no centro, as lagartas se dispersaram para as plantas ndo-Bt adjacentes. De uma
maneira geral as lagartas ficaram distribuidas nas plantas nao-Bt (até 1,0
lagarta/planta) da parcela. Observa-se ainda que nesse caso as lagartas se
dispersaram para as plantas adjacentes logo apés a infestacdo pois na avaliacdo
realizada aos trés dias foi verificada presenca das lagartas em mais de 75% das
plantas de milho ndo-Bt, tanto em Agrisure Viptera 3110, quanto em YieldGard VT

Pro 3. Nas plantas Bt, ndo foi constatada presenca de lagartas vivas.
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Na avaliacao realizada aos trés dias apés a infestacdo em simula¢gdes de
refagio estruturado foi possivel verificar a alta mobilidade das lagartas (Figs. 5 e
8), em ambas as tecnologias de milho, foi possivel observar pelo menos uma
lagarta/planta em aproximadamente 80% das plantas. Ao longo das avaliacdes
nove e quinze dias as lagartas tenderam a movimentar para as plantas nao
infestadas. A variagdo da intensidade da nota de injaria foi crescente ao longo das
avaliacdes. A menor intensidade foi verificada na isolinha da tecnologia Agrisure
Viptera 3110 (Fig. 5) do que em YieldGard VT Pro 3 (Fig. 8).
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As coordenadas representam o dimensionamento das parcelas: Coord. Y (m), representa
0 espacamento da linha de plantio, partindo de 0.0 (linha central) até 0.5 ou -0.5 (linhas
adjacentes) em metros (0.5 m); Coord. X (m), representa o comprimento da linha de
plantio, partindo de 0.0 (planta central) a 1.8 m ou -1.8 m a ultima planta (distante da
planta central). O circulo em azul representa cada uma das 27 plantas da parcela. A
intensidade da cor nas escalas varia de branco a vermelho intenso. Em A, B, C — a
escala varia 0 a 7 (lagartas) nos intervalos de tempo 3, 9, 15 dias ap6s a infestacdo. Em
C, D e F — a escala varia de 0 (folhas sem injarias) a 8 (folhas com injdrias), nos
intervalos de tempo 3, 9, 15 dias apds a infestacdo das lagartas.

Figura 3. Mapas de infestacdo e de notas de injurias de lagartas de

Spodoptera frugiperda em esquema de plantio de milho simulando
RIB (planta central ndo-Bt, circundada com plantas Bt) com a
tecnologia Agrisure Viptera 3110. A, B e C, mobilidade das lagartas
aos 3, 9 e 15 dias apos a infestacéo, respectivamente; D, E e F, notas
de injurias das lagartas aos 3, 9 e 15 dias apOs a infestacéo,
respectivamente.
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As coordenadas representam o dimensionamento das parcelas: Coord. Y (m),

representa o espacamento da linha de plantio, partindo de 0.0 (linha central) até
0.5 ou -0.5 (linhas adjacentes) em metros (0.5 m); Coord. X (m), representa o
comprimento da linha de plantio, partindo de 0.0 (planta central) a 1.8 m ou -1.8 m
a ultima planta (distante da planta central). O circulo em azul representa cada uma
das 27 plantas da parcela. A intensidade da cor nas escalas varia de branco a
vermelho intenso. Em A, B, C — a escala varia 0.0 a 1.2 (lagartas) nos intervalos de
tempo 3, 6, 9 dias apds a infestacdo. Em C, D e F — a escala varia de 0 (folhas
sem injarias) a 7 (folhas com injarias), nos intervalos de tempo 3, 6, 9 dias apoés a
infestacéo das lagartas.

Figura 4. Mapas de infestacdo e de notas de injurias de lagartas de

Spodoptera frugiperda em esquema de plantio de milho (planta
central Bt, circundada com plantas n&o-Bt) com tecnologia
Agrisure Viptera 3110. A, B e C, mobilidade das lagartas aos 3,
9 e 15 dias apos a infestacdo, respectivamente; D, E e F, notas
de injarias das lagartas aos 3, 9 e 15 dias ap0s a infestagéo.
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As coordenadas representam o dimensionamento das parcelas: Coord. Y (m),
representa o espacamento da linha de plantio, partindo de 0.0 (linha central) até 0.5
ou -0.5 (linhas adjacentes) em metros (0.5 m); Coord. X (m), representa 0o
comprimento da linha de plantio, partindo de 0.0 (planta central) a 1.8 mou -1.8 m a
Ultima planta (distante da planta central). O circulo em azul representa cada uma
das 27 plantas da parcela. A intensidade da cor nas escalas varia de branco a
vermelho intenso. Em A, B, C — a escala varia 0 a 5 (lagartas) nos intervalos de
tempo 3, 6, 9 dias apds a infestacdo. Em C, D e F — a escala varia de 0 (folhas sem
injurias) a 9 (folhas com injdrias), nos intervalos de tempo 3, 6, 9 dias apés a
infestacéo das lagartas.

Figura 5. Mapas de infestacdo e de notas de injurias de lagartas de

Spodoptera frugiperda em esquema de plantio de milho simulando
refagio estruturado (plantas nédo-Bt) isolinha da tecnologia
Agrisure Viptera 3110. A, B e C, mobilidade das lagartas aos 3, 9
e 15 dias apés a infestacao, respectivamente; D, E e F, notas de
injurias das lagartas aos 3, 9 e 15 dias apos a infestacéo,
respectivamente.
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As coordenadas representam o dimensionamento das parcelas: Coord. Y (m),
representa o espacamento da linha de plantio, partindo de 0.0 (linha central) até 0.5 ou
-0.5 (linhas adjacentes) em metros (0.5 m); Coord. X (m), representa 0 comprimento
da linha de plantio, partindo de 0.0 (planta central) a 1.8 m ou -1.8 m a ultima planta
(distante da planta central). O circulo em azul representa cada uma das 27 plantas da
parcela. A intensidade da cor nas escalas varia de branco a vermelho intenso. Em A,
B, C — a escala varia 0.0 a 5 (lagartas) nos intervalos de tempo 3, 6, 9 dias apds a
infestacdo. Em C, D e F — a escala varia de 0 (folhas sem injurias) a 8 (folhas com
injarias), nos intervalos de tempo 3, 6, 9 dias ap0s a infestacdo das lagartas.

Figura 6. Mapas de infestacdo e de notas de injurias de lagartas de

Spodoptera frugiperda em esquema de plantio de milho simulando
circundada com plantas Bt) com
tecnologia YieldGard VT Pro 3. A, B e C, mobilidade das lagartas
aos 3, 9 e 15 dias apos a infestacao, respectivamente; D, E e F,
notas de injurias das lagartas aos 3, 9 e 15 dias ap0s a infestacao,
respectivamente.
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As coordenadas representam o dimensionamento das parcelas: Coord. Y (m),
representa o espacamento da linha de plantio, partindo de 0.0 (linha central) até 0.5 ou
-0.5 (linhas adjacentes) em metros (0.5 m); Coord. X (m), representa o comprimento da
linha de plantio, partindo de 0.0 (planta central) a 1.8 m ou -1.8 m a ultima planta
(distante da planta central). O circulo em azul representa cada uma das 27 plantas da
parcela. A intensidade da cor nas escalas varia de branco a vermelho intenso. Em A,
B, C — a escala varia 0.0 a 3.0 (lagartas) nos intervalos de tempo 3, 6, 9 dias ap6s a
infestacdo. Em C, D e F — a escala varia de 0 (folhas sem injarias) a 8 (folhas com
injarias), nos intervalos de tempo 3, 6, 9 dias apds a infestacdo das lagartas.

Figura 7. Mapas de infestacdo e de notas de injarias de lagartas de

Spodoptera frugiperda em esquema de plantio de milho (planta
central Bt, circundada com plantas n&o-Bt) com tecnologia
YieldGard VT Pro 3. A, B e C, mobilidade das lagartas aos 3, 9 e
15 dias apés a infestacdo, respectivamente; D, E e F, notas de
injurias das lagartas aos 3, 9 e 15 dias ap0s a infestacao.
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As coordenadas representam o dimensionamento das parcelas: Coord. Y (m),
representa o espacamento da linha de plantio, partindo de 0.0 (linha central) até 0.5
ou -0.5 (linhas adjacentes) em metros (0.5 m); Coord. X (m), representa o
comprimento da linha de plantio, partindo de 0.0 (planta central) a 1.8 m ou -1.8 m a
ultima planta (distante da planta central). O circulo em azul representa cada uma das
27 plantas da parcela. A intensidade da cor nas escalas varia de branco a vermelho
intenso. Em A, B, C — a escala varia 0.0 a 3.5 (lagartas) nos intervalos de tempo 3, 6,
9 dias apos a infestacdo. Em C, D e F — a escala varia de 0 (folhas sem injdrias) a 8
(folhas com injdrias), nos intervalos de tempo 3, 6, 9 dias ap6s a infestagdo das
lagartas.

Figura 8. Mapas de infestacdo e de notas de injurias de lagartas de

Spodoptera frugiperda em esquema de plantio de milho, simulando
refagio estruturado (plantas n&o-Bt) isolinha da tecnologia
YieldGard VT Pro 3. A, B e C, mobilidade das lagartas aos 3, 9 e
15 dias apods a infestacdo, respectivamente; D, E e F, notas de
injurias das lagartas aos 3, 9 e 15 dias apdés a infestacao,
respectivamente.
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4. Discussao

Neste estudo, inicialmente avaliou-se a sobrevivéncia e o desenvolvimento de
lagartas de S. frugiperda (neonatas aos 15 dias de idade) expostas em milho em
simula¢des com as tecnologias Agrisure Viptera 3110 e YieldGard VT Pro 3 e por fim
verificou-se em casa de vegetacdao a mobilidade das lagartas em quatro esquemas
de plantio. Os resultados de sobrevivéncia evidenciam que as lagartas de S.
frugiperda expostas a alimentagdo ao longo do desenvolvimento, com secc¢des
foliares de plantas de milho Bt piramidado Agrisure Viptera 3110 foram
eficientemente controladas pelas proteinas Bt expressas nestas plantas. O contrario
foi observado com as lagartas alimentadas em YieldGard VT Pro 3, verificando
sobrevivéncia em todas as simulacdes. Adicionalmente foi verificada uma alta
mobilidade das lagartas de S. frugiperda nos esquemas de plantio de milho,
principalmente naqueles contendo plantas n&o-Bt.

A auséncia de lagartas sobreviventes no experimento com simulacdes de
exposicao a tecnologia Agrisure Viptera 3110, mesmo em um curto periodo de
exposicdo a esta tecnologia, pode ser atribuida a toxicidade da proteina Vip3Aa20 a
lagarta-do-cartucho. Estudos anteriores demonstraram que o milho MIR 162 que
expressa a proteina Vip3Aa20 apresenta alto nivel no controle da lagarta-do-
cartucho (Drury et al., 2008; Hardke et al., 2011; Bernardi et al., 2015). Bernardi et
al. (2015) verificaram que a expressdo de Vip3Aa20 em tecidos liofilizados de
Agrisure Viptera 3110 e Agrisure Viptera diluidos a uma proporcéo de 25 vezes na
dieta, causaram alta mortalidadade de lagartas de S. frugiperda e D. saccharalis,
confirmando a expressao da proteina em alta dose na planta. Ainda foi verificado,
que mais de 80% das lagartas de S. frugiperda heterozigotas e suscetiveis em
diferentes idades ndo sobreviveram quando alimentadas com tecidos foliares destas
tecnologias. De forma contraria, foi observado que no milho Btll, que expressa a
proteina CrylAb, ndo houve a expressao da proteina em alta dose para ambas as
espécies. Isto se deve a baixa afinidade da proteina CrylAb com tecidos do intestino
médio de S. frugiperda, resultando em uma baixa suscetibilidade da espécie a
proteina Bt (Aranda et al., 1996, Omoto et al., 2016). Miranda et al. (2001)

verificaram que lagartas de S. frugiperda conseguem degradar mais rapidamente
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CrylAb do que espécies de insetos mais suscetiveis.

No milho YieldGard VT Pro 3 foi possivel observar a eficacia no controle das
lagartas de S. frugiperda (neonatas), em mais de 95%, quando expostas a
alimentacdo foliar por toda a fase larval. No entanto, quando alimentadas com
seccoes foliares de milho néo-Bt e em determinado tempo de desenvolvimento larval
(dias), expostas a alimentacdo com secdes foliares de milho Bt, houve uma
tendéncia de aumento no numero de sobreviventes, atingindo as fases de pupa e
adulta, sobretudo nas simulacbes a partir do terceiro instar. Esse resultado
demonstra que a suscetibilidade das lagartas decresce com 0 maior avango do
desenvolvimento larval para esta tecnologia de milho. Isso permite um possivel
potencial na evolucéo da resisténcia, pois entre os individuos sobreviventes, podem
estar os heterozigotos, que sdo considerados 0s principais responsaveis pela
evolucao inicial da resisténcia (Gould, 1998). A proteina CrylA.105, expressa no
milho YieldGard VT Pro 3 € um gene quimérico que compartilha o mesmo sitio das
proteinas CrylA (dominios | e Il) e CrylF (dominio Ill), o que pode elevar a
probabilidade de ocorrer resisténcia cruzada, contribuindo diretamente com a
evolucdo da resisténcia (Hernandez-Rodriguez et al., 2013). No Brasil, além do
milho com a tecnologia YieldGard VT Pro 3 as proteinas inseticidas CrylA.105 +
Cry2Ab2, estdo inseridas nas tecnologias YeldGard VT Pro™, YeldGard VT Pro
Max™ e PowerCore™, sendo que as duas ultimas, também expressam a proteina
CrylF (CTNBio, 2018). A possibilidade de resisténcia cruzada entre CrylA.105,
CrylAb e CrylF reduz o efeito da piramide de genes, fazendo com que estas
tecnologias funcionem como um milho Bt de gene Unico para o controle de S.
frugiperda (Hernandez-Rodriguez et al., 2013, Huang et al., 2014). Neste contexto, a
eficacia a longo prazo do milho YieldGard VT Pro 3 é parcialmente dependente da
proteina Cry2Ab2, que nao apresenta resisténcia cruzada com proteinas Cryl
(Ferré e Van Rie, 2002; Caccia et al., 2010).

O crescimento e desenvolvimento da fase larval de S. frugiperda foi
prolongado em 1-2 dias nas simulagbes com exposi¢cédo das lagartas em YieldGard
VT Pro 3. No entanto, em condi¢cdes de campo, esses resultados tenderiam a reduzir
a sobrevivéncia de S. frugiperda, porque largartas com maior periodo de

desenvolvimento, teriam maiores chances de exposicdo a doencas, inimigos
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naturais e outros fatores ambientais. E importante ressaltar que houve sincronismo
no desenvolvimento larval entre as simulagcbes e o milho ndo-Bt. Essa sincronia
entre mariposas suscetiveis e mariposas heterozigotas aumentaria a probabilidade
de acasalamento entre os individuos e poderia contribuir para a reducdo da
frequéncia de alelos de resisténcia nos individuos da populacdo. A razao sexual dos
adultos se manteve entre 0,37 e 0,50, proximo ao encontrado nos insetos
alimentados em milho ndo-Bt. Estudos anteriores mostraram que a capacidade
reprodutiva de Spodoptera spp. esta relacionada as reservas de nutrientes
adquiridas durante a fase larval (Zhang et al., 2011; Boregas et al., 2013). Nesse
estudo verificou-se que a biomassa das pupas expostas ao milho YieldGard VT Pro
3, foi reduzida em relacdo ao milho ndo-Bt, 0 que provavelmente se traduziria em
diferencas significativas na fecundidade e fertilidade.

Na avaliacdo da mobilidade larval de S. frugiperda, nos esquemas de plantio
com as tecnologias Agrisure Viptera 3110 e YieldGard VT Pro 3 (Trt 1) ndo houve
lagartas de S. frugiperda sobreviventes e praticamente ndo houve injdrias nas
plantas. Da mesma forma, no tratamento simulando o RIB maior nimero de lagartas
sobreviveu apenas na planta ndo-Bt (Trt 2), ocasionado injarias tanto na planta nédo-
Bt, como em plantas Bt ao longo das avaliagbes. Ao se moverem da planta ndo-Bt
(planta central, RIB) as lagartas alimentavam do tecido da planta Bt, no entanto,
estas ndo sobreviveram, devido a acdo das proteinas de Bt expressas nas
tecnologias de milho. De maneira geral, os resultados mostraram que as tecnologias
de milho Bt, Agrisure Viptera e YieldGard VT Pro 3 foram eficazes para o controle de
S. frugiperda protegendo as plantas das injurias foliares ocasionadas pelas lagartas
(Figs. 4 e 7).

O presente estudo evidencia que as lagartas de S. frugiperda tem a
capacidade de se mover das plantas inicialmente infestadas, para pelo menos
quatro plantas distantes (1,20 m) da planta de liberacdo (Figs. 5, 6, 8 e 9). No
entanto a grande maioria das lagartas ficam até trés plantas distantes da planta de
liberacdo, Trt 3 (plantas n&o-Bt) (Figs. 5 e 8) e Trt 4 (plantas Bt centro, circundada
por plantas ndo-Bt) (Figs. 6 e 9). As lagartas de S. frugiperda também moveram da
linha infestada para as linhas adjacentes. Apés 72 horas da liberacdo, 70 a 90% das

lagartas abandonaram as plantas centrais e se dispersaram para outras plantas
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tanto na linha infestada, quanto nas linhas adjacentes. Todas as lagartas vivas
recuperadas nos Trts com milho n&o-Bt estavam amplamente distribuidas na
parcela. Em um estudo de campo foi verificado que 50% das lagartas de S.
frugiperda se manteve na linha infestada e 91,4% em um raio de 1,1 m da planta de
milho de liberacdo (Pannuti et al., 2016). De forma semelhante foi verificado que em
algodéo as lagartas permaneceram predominantemente, a uma distancia média de 1
a 2,4 plantas da planta de liberacéo, ndo dispersando mais de cinco plantas do local
de infestacao (Ali et al., 1990).

E possivel que a dispersdo das lagartas tenha ocorrido por balonismo ou
caminhamento, o que € muito comum nos noctuideos. No balonismo as lagartas
neonatas produzem um fio de seda para pendurar nas estruturas das plantas e
entrar em contato com outros tecidos da mesma planta ou com outros hospedeiros e
ainda para serem carregadas por correntes de ar (Bell et al.; 2005; Goldstein et al.,
2010). A medida que as lagartas crescem, o balonismo torna-se impossivel devido
ao aumento de peso, e a dispersdo passa a ser realizada por caminhamento. No
entanto, o0 movimento de caminhar pode acontecer a qualguer momento, quando
partes da planta hospedeira sdo inadequadas para o estabelecimento das lagartas
(Zalucki et al., 2002). Neste estudo foi observado que as lagartas se utilizaram mais
da dispersdo por caminhamento provavelmente devido a protecdo da casa de
vegetacdo com tela de nailon anti-afideo, reduzindo a corrente de ar.

Por outro lado, a fase imatura de lepidopteros, exibem uma fase de
exploracéo foliar na qual eles procuram por superficies palataveis ou tecidos foliares,
se alimentando daqueles mais preferidos (Wangila et al., 2013). Isso permite que
lagartas neonatas possam abandonar a planta apés a alimentacéo inicial, antes de
ingerir uma dose tbéxica, o que poderia aumentar as chances de dispersdo das
lagartas e uma maior porcentagem de sobreviventes. No presente estudo, O
movimento larval significativo de S. frugiperda também foi observado no esquema de
plantio Trt 4, tanto na tecnologia Agrisure Viptera, como em YieldGard VT Pro 3. As
diferencas observadas neste esquema de plantio se deve a diferenca na
alimentacdo das lagartas, que possivelmente realizaram a picada de prova inicial na
planta de liberacéo, ingerindo uma subdose das proteinas de Bt e se dispersaram

procurando outra fonte de alimento. Véarios estudos também demonstraram que a
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alimentacdo e/ou mobilidade comportamental de lagartas é diferente entre as
plantas Bt e ndo-Bt. Lagartas neonatas de Helicoverpa armigera Hubner
(Lepidoptera: Noctuidae) e Alabama argillacea (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae),
aumentaram a dispersdo em plantas de algoddo Bt que expressam a proteina
CrylAc para plantas ndo-Bt (Zhang et al., 2004; Ramalho et al., 2014). Da mesma
forma, neonatas de Ostrinia nubilalis (HUbner) (Lepidoptera: Pyralidae) foram
capazes de detectar rapidamente plantas de milho que expressavam as proteinas
CrylAb e movimentarem para plantas ndao-Bt (Goldstein et al., 2010). Em lagartas de
S. frugiperda no terceiro instar foi evidenciada uma resposta de aversdo ao milho
que expressa a proteina CrylF, sem consumir uma dose letal da proteina (Binning et
al., 2014).

Adicionalmente, o estudo em laboratério demonstrou a capacidade de
tolerancia de lagartas de S. frugiperda nos instares finais de desenvolvimento
quando expostas a tecnologia YieldGard VT Pro 3. Do ponto de vista pratico, em
campo as lagartas nos instares iniciais de desenvolvimento podem se alimentar de
plantas ndo-Bt e, quando atingirem os Ultimos instares, movimentarem para as
plantas Bt e sobreviverem a fase adulta. Esse tipo de alimentagcdo/dispersao e
comportamento é crucial para a evolugcdo da resisténcia das pragas-alvo, uma vez
que pode criar um ambiente propicio para tal comportamento, principalmente para
os individuos heterozigotos resistentes ou portadores de alelos de resisténcia, do
gue os suscetiveis. De maneira contraria, a alta suscetibilidade verificada pelas
lagartas de S. frugiperda no milho com a tecnologia Agrisure Viptera 3110, pode
reduzir o numero de individuos suscetiveis originados no plantio em RIB.

O movimento larval significativo observado com as lagartas de S. frugiperda
demonstra que as condi¢cbes de RIB em milho parecem n&o ser os mais apropriados
para a espécie. A estratégia de plantios em RIB tem sido recomendada para insetos
que apresentam baixo movimento de planta a planta (Mallet e Porter, 1992). Para
insetos que apresentam alta mobilidade entre plantas, a implementacdo de refagios
estruturados tem se apresentado como a mais viavel (Davis e Onstad, 2000). No
entanto, acredita-se que pesquisas em campo Sa0 necessarias para determinar se

esses comportamentos podem alterar quando a praga é exposta nestas condi¢cdes.
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5. Conclusdes

Os hibridos de milho Agrisure Viptera 3110 e Yeldgard VT Pro 3 séo altamente
eficazes no controle de lagartas neonatas de S. frugiperda.

Lagartas de S. frugiperda sao eficientemente controladas quando expostas ao
longo do desenvolviemnto larval em Agrisure Viptera 3110.

Lagartas de S. frugiperda sdo capazes de sobreviverem quando expostas ao
longo do desenvolvimento larval em YeldGard VT Pro 3.

O comportamento de movimentacdo larval de S. frugiperda entre as plantas
demonstra que a estratégia de mistura de sementes pode ndo ser efetiva para

retardar a evolucéo de resisténcia a praga.
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CAPITULO 3 - MISTURA DE SEMENTES EM MILHO BT “PIRAMIDADO” NO
MANEJO DE Spodoptera  frugiperda (J.E. Smith)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO - Varios eventos de milho que expressam toxinas inseticidas
derivadas de Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner sdo eficazes a lagarta-do-cartucho,
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), e na reducéo dos danos as plantas de milho. No
entanto, a alta adocdo do milho Bt e a auséncia de reflgios efetivos, tem levado a
selecdo de populacOes resistentes da praga, o que contribui para a evolucao da
resisténcia. Neste estudo foi avaliada em campo a estratégia de mistura de
sementes. Os estudos foram realizados avaliando-se quatro proporgdes de mistura
de sementes (2,5; 5,0; 7,5; e 10,0%) contendo milho Bt e ndo-Bt, um tratamento em
refugio estruturado e dois tratamentos controle (um com apenas sementes Bt e outro
somente com sementes ndo-Bt). Os experimentos foram conduzidos nas safras de
verdo e inverno, nos anos agricolas (2016 e 2017). A avaliagédo foi conduzida com
dois hibridos de milho Bt em piramide de genes, Agrisure Viptera 3110 e YieldGard
VT Pro 3. Os resultados demonstram que a estratégia de mistura de sementes com
Agrisure Viptera 3110 controla eficientemente as lagartas de S. frugiperda. Nas
avaliacbes realizadas n&do foram encontradas lagartas sobreviventes de S.
frugiperda nas plantas de Agrisure Viptera 3110. As injarias causadas as plantas de
Agrisure Viptera 3110 foram insignificantes nas proporces de reflgios e safras
avaliadas, menos de 5% das plantas apresentaram injurias, e destas, menos de
0,5% com nota de injaria = 3. Observou-se que as lagartas de S. frugiperda podem
sobreviver em plantas de YeldGard VT Pro 3, com maior incidéncia na safra de
inverno. As injarias foram varidveis entre as proporcdes de reflugio, ndo diferindo
entre si. Nas safras de verdo, entre 18 a 28% das plantas apresentaram injarias,
com menos de 14% das plantas com nota de injdria = 3, no entanto nas safras de
inverno a porcentagem de plantas com injuria foi préxima a 40%, destas, mais de
40% apresentaram nota de injuria = 3. Os resultados demonstram que a estratégia
de mistura de sementes pode ndo ser efetiva para retardar a evolucéo de resisténcia
de S. frugiperda com o uso do milho YeldGard VT Pro 3, devido a eficicia das
proteinas Cry. O milho Agrisure Viptera 3110, embora altamente eficaz no controle
de S. frugiperda, ndo deve ser recomendado nesta estratégia de reflgio, pois
poderia reduzir a eficacia da proteina Vip3A, expressa em plantas de milho Viptera.

Palavras-chave: lagarta-do-cartucho, manejo de resisténcia de insetos, milho Bt,
refugio na sacaria, piramidacéo de genes
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CHAPTER 3 - SEED MIXTURES OF “PYRAMIDED” BT MAIZE IN THE
MANAGEMENT OF Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT - Several maize events expressing insecticidal toxins derived from
Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner are effective in managing fall armyworms and
reducing damage to maize plants. However, the high adoption of Bt maize leads to
the selection of resistant populations of the pest, which contributes to the evolution of
resistance. In this study, we evaluated the seed mixture strategy in the field. The
studies were conducted in the field, evaluating four (2.5, 5, 7.5 and 10.0%) seed
mixture ratios containing Bt and non-Bt maize, a treatment with structured refuges,
and two control treatments (one with only Bt seeds and another with only non-Bt
seeds). The experiments were carried out in the summer and winter crop seasons of
2016 and 2017. The evaluation was conducted with two pyramided Bt maize hybrids,
Agrisure Viptera 3110, and YieldGard VT Pro 3. Our results demonstrate that the
seed mixture strategy with Agrisure Viptera 3110 efficiently controls S. frugiperda
larvae. In the evaluations performed, no surviving S. frugiperda larvae were found in
the Agrisure Viptera 3110 plants. The damage to Agrisure Viptera 3110 plants was
insignificant in the ratios of refuges and harvests evaluated; less than 5% of plants
showed damage, and of these, less than 0.5% had a damage score = 3. We
observed that S. frugiperda larvae can survive in Yeldgard VT Pro 3 plants, with a
higher incidence in winter crops. The injuries were variable between the proportions
of refuge, but were not significantly different. In the summer crops, between 18% and
28% of the plants showed damage, with less than 14% of these showing a damage
score = 3; however, in the winter crops, the percentage of damaged plants was close
to 40%; of these, more than 40% presented an injury score = 3. The results
demonstrate that the seed mixture method may not be effective in delaying the
evolution of S. frugiperda resistance with the use of YeldGard VT Pro 3 maize, due to
the effectiveness of the Cry proteins. Agrisure Viptera 3110 maize, although highly
effective in the control of S. frugiperda, should not be recommended in this refuge
strategy, as it could reduce the effectiveness of the Vip3A protein expressed in maize
Viptera plants.

Keywords: fall armyworm, insect resistance management, Bt maize, refuge in the
bag, gene pyramiding
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1. Introducéo

Culturas geneticamente (GM) modificadas expressando proteinas inseticidas
de Bacillus thuringiensis (Bt) Berliner foram plantadas em 101,1 milhdes de hectares
no mundo em 2017, incluindo 95,8% das areas de milho no Brasil (James, 2017). O
uso intensivo de cultivos Bt, como verificado no Brasil, imp6e uma alta presséo de
selecdo sobre populacdes de pragas-alvo. Esta pressdo de selecdo pode levar a
rapida evolucao de resisténcia (Tabashinik et al., 2013). Em milho, a evolugéo de
resisténcia a proteina CrylF ja foi relatada em Porto Rico (Storer et al, 2010),
Estados Unidos (Huang et al., 2014) e Brasil (Farias et al., 2014; Huang et al., 2014),
além de CrylAb (Omoto et al., 2016), neste Ultimo. As principais causas que
favoreceram a selecdo de individuos portadores de alelos de resisténcia no Brasil
foram a disponibilidade constante de hospedeiros, areas de reflgios naturais
insuficientes e a sobrevivéncia de individuos heterozigotos no milho CrylF (Farias et
al., 2014; Farias et al., 2016).

As principais estratégias para o manejo de resisténcia de insetos — MRI tem
sido a estratégia de alta dose/refugio (Roush, 1994; Head e Greenplate, 2012;
Tabashinik et al., 2013) e plantas em piramide de genes (Storer et al.,, 2012;
Tabashinik e Carriéere, 2017). A estratégia de alta dose é baseada no conceito de
qgue as plantas Bt devem controlar, além dos individuos homozigotos suscetiveis,
guase todos os insetos heterozigotos; adicionalmente, os individuos suscetiveis
produzidos nas areas de reflgio (ndo-Bt) se acasalardo com os raros individuos
homozigotos resistentes que poderdo emergir da cultura Bt, reduzindo os niveis dos
portadores de alelos de resisténcia (Gould, 1998; Tabashinik e Carriere, 2017). A
piramide de genes funciona como uma estratégia de ataque multiplo, pois as plantas
contém dois ou mais genes Bt, com modo de acédo distinto, visando ao controle da
mesma praga-alvo (Gould, 1998; Carriéere et al., 2010).

A porcentagem de area de reflugio preconizada para o milho no Brasil, € de
10% da area Bt (IRAC, 2018). O refugio deve ser implementado de forma
estruturada, podendo ser disposto de varias formas, por exemplo em blocos, faixas
ou nas margens das areas Bt. A area de reflgio deve estar a uma distancia minima

de 800 m da area Bt (IRAC 2018). No entanto caracteristicas do cenario agricola
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brasileiro como a baixa ado¢do de areas de refligio e a utilizacdo de eventos nédo
“piramidados” podem contribuir para a evolugédo da resisténcia de pragas (Omoto et
al., 2016).

Para tentar reduzir a ndo conformidade de areas de refugio, tem sido sugerida
uma estratégia alternativa comumente referida como mistura de sementes (“refugio
na sacaria” ou RIB) (Gould 1998, Carroll et al., 2012). Nesta estratégia € adicionada
uma proporcao predeterminada de sementes ndo-Bt junto as sementes Bt e desta
maneira a nao-conformidade aos requisitos de refugio € eliminada (Gould, 1996;
Onstad et al., 2011).

Uma grande preocupacédo para a implementacdo da mistura de sementes € a
movimentacdo da praga, o que pode afetar negativamente o reflgio. A eficacia da
estratégia da mistura de sementes para o MRI tem sido um tema discutido por pelo
menos duas décadas (Mallet e Porter, 1992; Onstad et al., 2011; Carroll et al., 2012;
Carriere et al., 2016). Estudos dos efeitos de misturas de sementes de milho Bt
piramidado na sobrevivéncia e na movimentacdo da lagarta-do-cartucho,
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) devem fornecer
subsidios importantes para a implementacéo de estratégias de MRI.

A lagarta-do-cartucho é uma espécie polifaga e principal praga do milho e de
varias culturas agricolas importantes no Brasil e no continente americano (Andrews,
1980; Cruz et al., 2012; Nagoshi et al., 2015). As lagartas podem danificar as plantas
de milho desde o inicio do desenvolvimento vegetativo até a maturidade. As perdas
de rendimento podem atingir 57%, dependendo do estagio fenolégico da cultura
(Andrews, 1988; Cruz et al., 1999). Alem disso, a espécie é a unica no mundo a
desenvolver a resisténcia a proteina CrylF em trés paises, além de CrylAb no
Brasil.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a estratégia de mistura de
sementes no manejo de S. frugiperda. Os estudos foram conduzidos em campo,
avaliando dois hibridos de milho Bt piramidado (um com a tecnologia Agrisure
Viptera 3110 e um com a tecnologia YieldGard VT Pro 3) em quatro proporc¢des de
mistura de sementes (Bt e ndo-Bt), contendo (2,5; 5,0; 7,5; e 10,0%), nas safras de

verao e inverno, nos anos agricolas (2016 e 2017).
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2. Material e Métodos

2.1. Local do experimento

Os experimentos foram conduzidos na area experimental da Fazenda de
Ensino Pesquisa e Extensdo (FEPE) pertencente a Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias (UNESP/FCAV), Campus de Jaboticabal, Estado de S&o Paulo,
Brasil, em condicbes de campo nas safras de verdo de 2015/2016 e 2016/2017
(coordenadas: 21° 14’ 21”7 S, 48° 17’ 21" W e altitude 587 m) e durante as safrinhas
de 2016 e 2017 (coordenadas: 21° 43’ 28" S, 48° 17’ 12” W e altitude 589 m).

O clima da regido, segundo Koppen, é classificado como Aw ou tropical tmido,
sendo caracterizado por verdo chuvoso e inverno seco, com temperatura meédia de
22° C (KOppen, 1948).

2.2. Milho Bt e ndo-Bt

Um hibrido de milho Bt contendo a tecnologia YeldGard ® VT Pro™ 3 (evento
MON 89034 (Cry1lA.105 e Cry2Ab2) x MON 88017 (Cry3Bb1l), Monsanto do Brasil,
Brasil), DKB 177 e dois hibridos com a tecnologia Agrisure® Viptera™ 3110 TGTL
Viptera (evento Btll (CrylAb) x Mir 162 (Vip3Aa20), Syngenta Seeds, Brasil). O
milho YeldGard VT Pro 3 continha trés genes Bt, incluindo CrylA.105 e Cry2Ab2
para controle de lepidopteros-praga da parte aérea das plantas e Cry3Bbl para o
controle de Diabrotica spp., pragas de raizes. Para a tecnologia YeldGard VT Pro 3,
foi utilizado o hibrido comercial DKB 177 nos dois anos agricolas. Para a tecnologia
Agrisure Viptera 3110 foram utilizados os hibridos Syngenta Impacto (safras de
verdo) e Syngenta Formula (safras de inverno). Além disso as suas isolinhas (milho
ndo-Bt) foram utilizadas nesse estudo. O cultivo dos hibridos de milho seguiu as
recomendacdes técnicas de cultivo para a regido de Jaboticabal, conforme

especificado pelas empresas.
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2.3. Semeadura e condugéao do experimento

A area de milho da safra de verdo do ano agricola 15/16 foi semeada em 05
de dezembro de 2015 e da safra 16/17 em 08 de dezembro de 2016. A éarea de
milho safrinha 2016 foi semeada em 20 de fevereiro de 2016 e a safrinha 2017 em
18 de fevereiro de 2017. A semeadura foi realizada em sistema convencional de
plantio.

A semeadura do milho Bt foi realizada mecanicamente com auxilio de uma
semeadora adubadora em sistema de arrasto. Nas parcelas constituidas por mistura
de sementes e reflugio estruturado, as sementes de milho ndo-Bt foram semeadas
manualmente, de acordo com a porcentagem de mistura de sementes previamente
estabelecida.

Em cada ponto de plantio da semente n&o-Bt, foram semeadas duas
sementes, distante 5 cm da linha de plantio. Para a identificagédo das plantas n&o-Bt
na area e para facilitar as amostragens, o local do plantio da semente n&o-Bt foi
identificado no momento do plantio. A identificacédo foi realizada com uma bandeira
de identificagdo, confeccionada com varetas de madeira (30 cm de comprimento) e
com fita adesiva para demarcacdo. Imediatamente a emergéncia das plantulas foi
realizado o desbaste das plantulas excedentes, conforme densidade planejada
(65.000 plantas ha™t).

Na instalacdo do experimento e durante o desenvolvimento das plantas de
milho o manejo foi realizado com praticas agronbmicas convencionais visando o
manejo de plantas daninhas e a nutricdo das plantas.

Na fase de pré-plantio da cultura, foi aplicado glifosato (1680 g i.a. ha?)
visando o manejo de plantas daninhas. Na p6s-emergéncia da cultura do milho (25
DAE) e das plantas daninhas foi realizada a aplicacdo de uma mistura de atrazina +
tembotrione (2000 g i.a. ha' + 100 g i.a. hal, respectivamente).

Na semeadura foi adicionada adubacgao de plantio, com adi¢éo do equivalente
a 350 kg ha! de nitrogénio-fésforo-potassio (NPK; 08-20-18 + 0,3% Zn; Fertilizantes
Heringer S.A, Brasil), e no estagio de crescimento vegetativo V4 (quatro folhas
totalmente expandidas), 250 kg ha' da formulagcdo NPK (30-00-10; Fertilizantes
Heringer S.A, Brasil).
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2.4. Delineamento experimental

Os hibridos de milho foram semeados em delineamento em blocos
casualizados com quatro repeticdes. Os tratamentos foram distribuidos em um
arranjo 7 x 4, sendo que cada bloco continha sete parcelas (cada parcela composta
por sete linhas de milho com 20 m de comprimento e espagcamento de 0,5 m entre
linhas). A éarea Uutil das parcelas foi constituida pelas cinco linhas centrais,
descartando-se 2,0 metros iniciais e finais de cada linha, totalizando 40 m?. Os
tratamentos foram compostos na forma de mistura de sementes constituida por
(97,5 - 2,5%); (95,0%-5,0%); (92,5% - 7,5%) e (90,0% - 10,0%), de sementes (Bt -
nao-Bt), respectivamente, um tratamento em refagio estruturado, (90,0-10,0% de
sementes Bt e ndo-Bt), um tratamento com 100% de sementes Bt e um tratamento

com 100% de sementes ndo-Bt.

2.5. Amostragem de campo

As avaliacdes das lagartas de S. frugiperda foram realizadas semanalmente,
compreendendo o periodo entre 15 e 43 DAE. As avaliacdes foram realizadas
visualmente observando-se as trés folhas centrais do “cartucho” das plantas. Em
cada parcela foi realizado dois pontos amostrais sendo cada ponto constituido por
17 plantas (16 plantas Bt: 1 planta ndo-Bt). Para cada planta avaliada foi atribuida
uma nota visual de injuria, de acordo com a escala de Davis (0 — nenhuma injuria
visual a 9 — injarias severas) (Davis et al., 1992). Além da nota de injuria também foi
contabilizado o niumero de plantas com injdria no cartucho (convertido em plantas
injuriadas) e na sequéncia foram convertidos para a porcentagem de plantas com
nota de injaria = 3. As plantas que continham lagartas de S. frugiperda também
foram contabilizadas (convertidas na porcentagem de plantas com injuria). O niamero
de plantas com a classificacdo de injuria = 3 tem sido sugerido como critério para o
controle de lagartas de S. frugiperda sobreviventes em areas de milho Bt e ndo-Bt
(refugio) no Brasil (IRAC, 2018).

Para a estimativa de rendimento de graos (RG), aos 150 DAE das plantas foi

realizada a colheita manual da quinta linha util de cada parcela. As espigas foram
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triihadas e a umidade foi padronizada a 13% e posteriormente foi estimado o
rendimento em Kg ha'.

2.6. Andlise estatistica

A porcentagem de plantas de milho Bt com injarias ocasionadas por S.
frugiperda e a porcentagem de plantas com nota de injuria = 3 foram submetidos a
analise de deviance (ANADEV) para modelos lineares generalizados com
distribuicdo binomial. As variaveis safras e refugios foram consideradas fatores fixos
no modelo. Para o rendimento de grédos (kg ha!) foi realizada a andlise conjunta dos
dados de producéo das safras pela analise de variancia (ANOVA), no entanto, como
nao houve interacdo entre safras x reflgio, foi realizado apenas um conjunto de
intervalos de confianca (IC > 95%) para comparar os tratamentos. Comparacdes
entre as variaveis de producdo avaliadas nas tecnologias de milho, ndo foram
realizadas devido as diferencas na base genética dos hibridos. As analises
estatisticas dos dados foram realizadas usando o Software R versédo 3.5.1 (R Core
Team, 2018).
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3. Resultados

A interacao safras x refugio foi significativa para as variaveis porcentagem de
plantas de milho danificadas por S. frugiperda e para plantas com nota de injuria = 3
(Tab. 1).

Tabela 1. Andlises de Deviance (ANADEV): % de plantas com injuria, % de
plantas com nota de injuria =2 3 (escala Davis), ocasionadas por
Spodoptera frugiperda em milho Bt com as tecnologias Yeldgard VT Pro
3 e Agrisure Viptera 3110 em mistura de sementes nas safras de veréo
(2015/2016 e 2016/2017) e safra de inverno (2016 e 2017).

Variavel Variavel gl. Deviance Residual Residual P- valor
resposta explicativa gl Deviance
Mod. Nulo -- - 223 12003,4 -
Safras 7 4363,4 216 7640,0 <0,01**
% Plantas Reflugio 6 5793,8 210 1846,2 <0,01**
injuriadas Bloco x Safras 24 904 186 1755,8 <0,01**
Safras x Refagio 42 1534,6 144 221,2 <0,01**
Mod. Nulo -- - 223 12265,5 -
Safras 7 4274,9 216 7990,7 <0,01**
% Plantas com  Refigio 6  6236,1 210 1754,6 <0,01**
nota.de Inidra = gloco x Safras 24 953 186 1659,3 <0,01%
Safras x Refugio 42 14497 144 209,6 <0,01**

** Significativo a 1% de probabilidade pela analise de Deviance.

No entanto, ndo houve efeito significativo na interacdo safras x reflgio para a
variavel rendimento de grdos. Analisando os fatores isolados safras e refagio,
verifica-se que estes também afetaram significativamente a porcentagem de plantas

injuriadas, plantas com nota de injuria =2 3 e o rendimento de graos (Tabelas 1 e 2).

Tabela 2. Andlise de variancia (ANOVA): rendimento de grdos (kg ha') em milho
Bt com as tecnologias Yeldgard VT Pro 3 e Agrisure Viptera 3110 em
mistura de sementes nas safras de verdo (2015/2016 e 2016/2017) e
safra de inverno (2016 e 2017).

Variavel Variavel ¢l.  Deviance Residual Residual F P-
resposta explicativa gl Deviance valor
Mod. Nulo - - 167 989003764 -- --
Rendimento Safras 5 853939926 162 135063837 428,90 <0,01**
de grdos (kg  Reflgio 6 64134690 156 709299148 26,84 <0,01**
ha?) Bloco x Safras 18 13396870 138 575322278 1,87 0,02*
Safras x Reflgio 30 14527203 108 43005075 1,22 0,23

* 5% de probabilidade pela analise de Deviance. ** Significativo a 1% pela andlise de Deviance.
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3.1. Eficacia em campo das proteinas inseticidas em mistura de sementes

Os eventos de milho Bt piramidado apresentaram variacbes na eficacia a
campo nas proporgdes de mistura de sementes avaliadas, nas safras de verdo
(2015/2016 e 2016/2017) e nas safras de inverno (2016 e 2017) no controle de S.
frugiperda (Figuras 1 e 2).

Na safra 2015/2016, a porcentagem de plantas injuriadas pelas lagartas de S.
frugiperda foi significativamente maior para YeldGard VT Pro 3 em relacdo a

Agrisure Viptera 3110 (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Intervalos de 95% de confianca da porcentagem de plantas de milho
com injurias nas safras de verdo: 2015/2016 (A) e 2016/2017 (B);
safras de inverno: 2016 (C) e 2017 (D) em milho Bt piramidado com a
tecnologia YeldGard VT Pro 3.
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A variacé@o de plantas injuriadas nos refugios foi de 18 a 22% de plantas com
injurias, sem diferengas significativas entre os mesmos. No entanto houve diferencgas
destes com o controle (plantas ndo-Bt) (43% de plantas com injarias) (Fig. 1A). No
milho Bt com a tecnologia Agrisure Viptera 3110 a porcentagem de plantas
injuriadas nos refugios foi reduzida, < 3,0% das plantas foram danificadas pelas
lagartas, em relacdo ao milho ndo-Bt (35% de plantas com injurias) (Fig. 2A).
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Figura 2. Intervalos de 95% de confianga da porcentagem de plantas de milho
com injurias nas safras de verdo: 2015/2016 (A) e 2016/2017 (B); safras
de inverno: 2016 (C) e 2017 (D) em milho Bt piramidado com a tecnologia
Agrisure Viptera 3110.

Na safra 2016/2017, a porcentagem de injlria nas plantas em mistura de
sementes com a tecnologia YeldGard VT Pro 3 variou de 23 a 28%, sem diferencas
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significativas na porcentagem de reflgio avaliada, no entanto, nas plantas ndo-Bt
observou-se uma taxa de 1,9 vezes a mais de plantas com injuria (Fig. 1B). Nos
refugios com milho Agrisure Viptera 3110 a porcentagem de plantas injuriadas foi <
4,0%, diferindo das plantas ndo-Bt com > 32% de plantas com injarias (Fig. 2B).

Nas safras de inverno, foi verificado um aumento significativo nas injdrias
causadas por S. frugiperda nas plantas com a tecnologia YeldGard VT Pro 3 em
todas as propor¢cdes de mistura de sementes, ndo diferindo entre si. Na safrinha
2016 a porcentagem de plantas com injarias variou de 42 a 46% entre os reflgios.
Houve diferenca significativa com plantas nao-Bt (controle) que apresentou 78% das
plantas com nota de injuria (Fig. 1C). No milho Agrisure Viptera 3110 a taxa de
plantas injuriadas permaneceu baixa entre os refagios < 3%, diferenciado também
das plantas nao-Bt, com 75% (Fig. 2C).

Na safra de inverno 2017 a injurias as plantas de YeldGard VT Pro 3 variaram
de 45 a 49% nos refugios (Fig. 1D). A porcentagem de injlirias nas plantas nos
refugios com a tecnologia Agrisure Viptera 3110 foi inferior a 2%. No milho n&o-Bt,
de ambas as tecnologias foi verificado injlrias superior a > 75% das plantas (Fig.
2D).

Ao avaliar a porcentagem de plantas com injurias = 3, observa se que na
safra de verdo 2015/2016 a variacao foi de 3 a 7% nos refugios com milho YeldGard
VT Pro3, nao diferindo entre si, no entanto, diferenca significativa foi observada em
relacdo ao milho ndo-Bt, com 48% das plantas com uma classificacao = 3 (Fig. 3A).
No milho Agrisure Viptera 3110, menos de 0,5% das plantas receberam a
classificacdo = 3, diferindo do milho ndo-Bt com 36% de plantas com nota de injuria
> 3 (Fig. 4A).

Na safra 2016/2017 houve um aumento na porcentagem das plantas com
injuria, a variacao foi de 9 a 14%, sem diferencas entre os refugios, no entanto estes
diferiram do n&do-Bt, com > 52% das plantas com injaria = 3 (Fig. 3B). Em Agrisure
Viptera 3110, a porcentagem de plantas com esta classificagdo nos refagios, foi
inferior a 0,7%, estas, diferiram das plantas n&o-Bt, que apresentaram uma
classificacéo superior a > 44% das plantas (Fig. 4B).

Nas safras de inverno 2016 e 2017, as maiores porcentagens de plantas com

nota de injuria = 3 foi verificada nos reflugios com a tecnologia YeldGard VT Pro 3
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(Fig. 3C e 3D). Na safra de inverno 2016 a variagao foi de 33 a 42% de plantas com
classificagao = 3, sem diferengas significativas entre os refugios, no entanto quando

comparados ao milho ndo-Bt (70%), houve diferenca significativa (Fig. 3C).
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Figura 3. Intervalos de 95% de confianca da porcentagem de plantas com nota
de injuria = 3 nas safras de verao: 2015/2016 (A) e 2016/2017 (B) e
safras de inverno: 2016 (C) e 2017 (D) em milho Bt piramidado com a
tecnologia YeldGard VT Pro 3.

Na safra 2017 a variacéo foi de 34 a 41% das plantas, diferindo apenas de
plantas ndo-Bt com 72% (Fig. 3D). De maneira geral nas duas safras de inverno, as
plantas com a tecnologia Agrisure Viptera 3110, apresentaram reduzida
porcentagem de injurias com classificagao = 3, sendo inferior a 0,5% das plantas, no
entanto, as injurias nas plantas nao-Bt foram de aproximadamente 70% das plantas

nas duas safras (Figs. 4C e 4D).
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Figura 4. Intervalos de 95% de confianca da porcentagem de plantas com nota de
injuria = 3 nas safras de verao: 2015/2016 (A) e 2016/2017 (B) e safras de
inverno: 2016 (C) e 2017 (D) em milho Bt piramidado com a tecnologia
Agrisure Viptera 3110.

3.2. Eficacia a campo dos eventos de milho Bt piramidado

Houve variacéo na eficacia a campo dos eventos de milho YeldGard VT Pro 3
e Agrisure Viptera 3110, considerando os tratamentos com 100% de plantas Bt, nas
safras de milho avaliadas (Figs. 1 e 2).

No milho YeldGard VTPro 3, na safra de verdo 2015/2016, mais de 16% das
plantas Bt apresentaram injarias por S. frugiperda (Fig. 1A). Na safra 2016/2017, as
injurias as plantas foram superiores a 20% (Fig. 1B). Quando observadas as safras

de inverno 2016 e 2017, observa-se que houve um aumento consideravel na
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porcentagem de plantas com injurias, proximo de 35% (Figs. 1C e 1D). Ao analisar a
porcentagem de plantas com nota de injuria = 3, verifica-se que nas safras de verao,
2015/2016 e 2016/2017 foi inferior a 4%, no entanto, nas safras de inverno houve
um aumento consideravel, com ~ 30% das plantas com notas de injuria = 3 (Fig. 3).
No milho com a tecnologia Agrisure Viptera 3110 a porcentagem de plantas
com injaria foi inferior a 0,5% nas quatro safras avaliadas (Fig. 2). Quando avaliada

em % de plantas com notas de injuria = 3, a classificagao foi muito reduzida, < 0,3%
(Fig. 4).

3.3. Rendimento de graos

Houve diferencas significativas no rendimento de graos nos refagios (Fig. 3).
O rendimento de grdos no refugio com mistura de sementes na proporgéo de 2,5 foi
superior aos demais, 7440 kg ha, sequido pela proporcédo de 5,0% (7169 kg ha™),
gue ndo diferenciou do refligio estruturado (7228 kg ha?) (Fig. 5).
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Figura 5. Médias e Intervalos de 95% de confianca para
o rendimento de graos em milho Bt piramidado com
as tecnologias YieldGard VT Pro 3 e Agrisure
Viptera 3110.
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Os refligios de 7,5% e 10% n&o diferiram entre si, o rendimento de gréaos foi
de 6818 e 6837 kg ha, respectivamente. No tratamento com 100% de plantas Bt foi
verificado o maior rendimento (7784 kg ha'). O menor rendimento de gréos foi

observado no tratamento controle (5688 kg ha') (Fig. 5).

4. Discussao

Diferentemente da primeira geracao de plantas de milho Bt, que expressavam
uma Unica proteina inseticida de B. thuringiensis, na segunda geracéo, espera-se
gue os hibridos em piramide de genes sejam mais eficazes contra insetos-praga
alvo da cultura, como S. frugiperda. No entanto, resultados de pesquisa
demonstrando a eficacia em campo de milho Bt com pirAmide de genes e em
mistura de sementes no controle de S. frugiperda sao escassos. Os resultados deste
estudo demonstram que a mistura de sementes com a tecnologia YeldGard VT Pro 3
apesar de ter apresentado alto controle de S. frugiperda nas safras de verdo
(2015/2016 e 2016/2017) (< 8% plantas com injurias = 3), nao foi efetiva nas safras
de inverno (2016 e 2017) (aproximadamente 40% de plantas com injarias = 3) (Tab.
1), resultando em falhas de controle nas proporcées de reflgio avaliadas.

A reduzida infestacdo de S. frugiperda nas safras de verdo pode ser explicada
pela baixa/auséncia de plantas hospedeiras em campo, no periodo da entressafra
(julho a novembro) na regido de conducdo dos experimentos. Esse fator reduz a
populacdo da praga que sO ira aumentar sua densidade populacional quando o
alimento estiver disponivel novamente, ou seja, no inicio de uma nova safra.

Outro fator que pode ter contribuindo para a reducdo da densidade
populacional da praga € a maior quantidade de chuvas na safra de verdo, nos
instares iniciais de desenvolvimento, as lagartas ficam mais sujeitas a mortalidade
seja por afogamento no interior do cartucho das plantas ou mesmo o deslocamento
causado por estas (Cruz 1999). Entretanto, na safra de inverno ocorre uma inversao
nas condi¢cdes do ambiente, as condi¢des climéticas se tornam favoraveis a espécie,
alta disponibilidade de alimentos, presenca de geracbes sobrepostas, que
contribuirdo para o aumento da densidade populacional da praga (Cruz, 1999) e

consequentemente as injurias verificadas nas plantas.
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O aumento significativo das infestacdes de S. frugiperda no periodo da safra
de inverno poderia também, estar relacionado como consequéncia da alta presséo
de selecédo e da baixa adocéo de areas de refugio para o MRI no plantio das safras
de verdo. Este cenario poderia contribuir para a sobrevivéncia de insetos
heterozigotos, que sao os carreadores de alelos de resisténcia, e neste caso sao 0s
maiores responsaveis pela evolucao de resisténcia (Gould, 1998).

Por outro lado, a movimentacao das lagartas entre plantas de milho Bt e néo-
Bt nos reflgios em mistura de sementes pode ter exposto as lagartas a subdoses
das proteinas inseticidas expressas no milho YeldGard VT Pro 3. Essa
movimentagdo pode aumentar a sobrevivéncia dos individuos heterozigotos nas
plantas Bt (Murphy et al., 2010), principalmente na segunda safra onde foi verificado
alta porcentagem de plantas com nota de injuria = 3. Estudos anteriores
evidenciaram que plantios em mistura de sementes, em que a praga apresente alta
movimentagao larval pode acelerar a resisténcia por redugédo da sobrevivéncia de
individuos homozigotos suscetiveis e aumento da sobrevida relativa de individuos
heterozigotos (Mallet e Porter, 1992; Davis e Onstad, 2000; Onstad et al., 2011;
Tabashnik et al., 2013). No Capitulo 2, apresentamos resultados que evidenciam a
sobrevivéncia das lagartas quando expostas ao longo do desenvolvimento em
tecidos foliares de plantas Bt com a tecnologia YeldGard VT Pro 3. Evidenciamos
também que as lagartas de S. frugiperda apresentam alta capacidade de
movimentacdo entre as plantas de milho Bt e ndo-Bt. Se levado em conta esse
cenario, fica evidenciado que a mistura de sementes para o milho YeldGard VT Pro
3, ndo seria a melhor estratégia para o MRI de S. frugiperda.

Outro aspecto importante a ser considerado € a presenca em campo de
populacdes de S. frugiperda resistentes as proteinas CrylF e CrylAb no Brasil
(Farias et al. 2014; Huang et al., 2014; Omoto et al., 2016). Esse aspecto gera
preocupacdo, uma vez que estudos anteriores demonstraram que proteinas do
grupo Cryl apresentam similaridade na sequéncia de aminoacidos, e 0s mesmos
sitios de ligacdo (Huang et al., 2014; Bernardi et al., 2015; Carriére et al., 2015;
Santos-Amaya, et al., 2015). Carriéere et al. (2015) verificaram que as proteinas
CrylF e CrylA.105 apresentam 72% de similaridade. Nesse caso fica evidente que

pode ocorrer a resisténcia cruzada entre as proteinas inseticidas do grupo Cryl.
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Com isso, o efeito da piramidacdo de genes na tecnologia YeldGard VT Pro3, é
descartado, o que pode implicar diretamente na reducao da eficiéncia de controle de
S. frugiperda pela tecnologia, se adotada a estratégia de refagio com mistura de
sementes, conforme observamos e ainda, contribuir para a evolucao de resisténcia
de S. frugiperda.

Estudos anteriores verificaram que a proteina Cry2Ab2, possui
aproximadamente 34 e 35% de similaridade com CrylF e CrylA.105,
respectivamente, mas esta ndo compartiha o mesmo sitio de ligacdo com as
proteinas Cryl (Hernandez-Rodriguez et al., 2013; Carriére et al., 2015). O historico
da tecnologia YeldGard® VT Pro™ em campo demonstra que desde a sua liberacdo
comercial em 2009, as injurias de S. frugiperda as plantas Bt tem aumentado
significativamente ao longo das safras nas regides de cultivo do estado de Sao
Paulo, variando de 0,81 (safra 2010/2011) para proximo de 4 (safra 2017) (Waquil et
al., 2013; Moraes et al., 2015; Michelotto et al., 2017a; 2017b). Santos-Amaya et al.
(2015) verificaram que S. frugiperda possui um alto potencial de adaptacdo as
proteinas CrylA.105 e Cry2Ab2. Essa adaptacdo da praga a estas proteinas pode
contribuir para a eficacia da tecnologia em campo. Além de YeldGard VT Pro 3, as
tecnologias YeldGard® VT Pro™ e PowerCore™ expressam estas proteinas
inseticidas, além de CrylF em PowerCore (CTNBIo, 2018).

Os resultados do milho Bt com a tecnologia Agrisure Viptera 3110,
demonstram que a proteina Vip3A expressa na tecnologia € altamente eficaz no
controle S. frugiperda. A porcentagem de injarias nas plantas foi insignificante em
todas as porcentagens de refugio e nas safras avaliadas (Fig. 2), mesmo quando
observado as safras de inverno onde a infestacdo da praga € maior. Estudos
conduzidos em condi¢cdes de campo, laboratorio e casa de vegetacdo demonstram
gue a proteina inseticida tem sido extremamente eficaz no controle de S. frugiperda
(Yang et al., 2013; Huang et al., 2014; Moraes et al., 2015; Michelotto et al., 2017a;
2017b). Michelotto et al. (2017a) avaliando em campo a eficiéncia de hibridos de
milho Bt com diferentes tecnologias, a lagarta-do-cartucho durante quatro anos
agricola na safrinha (2013 a 2017) no estado de S&o Paulo, verificaram notas de
injurias inferiores a 0,5 em plantas de milho com a tecnologia Viptera 3. Nos hibridos

de milho n&o-Bt a nota de injuria foi superior a 7.
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No periodo das avaliagBes realizadas em campo nao foram encontradas
lagartas sobreviventes de S. frugiperda nas plantas de milho com a tecnologia
Agrisure Viptera 3110 em nenhuma das safras avaliadas. Esses resultados
observados no campo sdo suportados pelo que verificamos nos ensaios de
laboratério em que as lagartas de S. frugiperda quando expostas ao longo do seu
desenvolvimento para alimentar de tecido foliar de milho Agrisure Viptera 3110, ndo
sobreviveram (Capitulo 2). Estudos conduzidos por Huang et al. (2014) observaram
que lagartas de S. frugiperda resistentes a proteina CrylF também néo
sobreviveram quando alimentadas com tecido foliar ou infestadas em plantas de
milho expressando a proteina Vip3A.

A proteina Vip3A é uma proteina relativamente nova com um modo de acao
distinto das proteinas Cry. Para aumentar a eficacia das tecnologias de milho Bt a S.
frugiperda novas combinac¢des de genes, envolvendo a proteina Vip3A estdo sendo
aprovadas comercialmente, além da cultura do algoddo (CTNBio, 2018). O que
reforca a importancia da preservacdo da tecnologia, pois 0 uso intensivo pode
colocar a tecnologia em risco.

Os dados conjuntos do rendimento de grdos demonstram que entre 0sS
reflUgios em mistura de sementes, o refugio de 2,5% foi o mais produtivo, seguido
pelo refagio de 5,0%, que ndo se diferenciou da area com reflugio estruturado.
Comparando a producédo da area de reflgio estruturado, que é o tipo de refagio
recomendado no Brasil e o RIB 2,5%, verifica-se que a producdo do refugio
estrutrado foi inferior em 1,03 vezes a do tratamento RIB. Como esperado a menor
producgéo seria nos hibridos n&o-Bt com reducéo de mais de 26% e 21% em relacao
ao RIB 2,5% e reflgio estruturado, respectivamente.

Os resultados verificados neste trabalho tém implicacdes significativas para o
MRI de S. frugiperda e demonstra que a tecnologia Bt depende também da
aplicabilidade conjunta das taticas do MIP, como rotagéo de culturas, monitoramento
de adultos, preservagédo dos inimigos naturais, e complementacdo com inseticidas
seletivos, quando necessario. Ademais a estratégia de mistura de sementes com
YeldGard VT Pro3 e Agrisure Viptera 3110, ndo parece ser a melhor estratégia para
0 manejo de resisténcia de S. frugiperda em milho Bt dado os resultados

apresentados e discutidos neste trabalho.
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5. Conclusdes

As injurias de lagartas de S. frugiperda sé@o reduzidas na safra de veréo, no
entanto, a intensidade aumenta nas safras de inverno.

Os resultados demonstram que a estratégia de mistura de sementes pode nédo
ser efetiva para retardar a evolucédo de resisténcia de S. frugiperda com o uso do
milho YeldGard VT Pro 3.

O milho Agrisure Viptera 3110, embora altamente eficaz no controle de S.
frugiperda, ndo deve ser recomendado nesta estratégia de reflagio, pois pode reduzir

a eficicia da proteina Vip3A, expressa em plantas de milho Viptera.
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CAPITULO 4 — CONSIDERAGCOES FINAIS

No Brasil, apos a aprovacao comercial do milho Bt, ocorrida em 2005 e com
novas liberacbes comerciais nos anos seguintes, houve uma réapida adocdo de
cultivo pelos agricultores, atingindo mais de 14,5 milh6es de hectares na safra 2017
(James, 2017), impulsionado por diversos beneficios com destaque para aqueles
relacionados aos ganhos de produtividade. E inegavel a eficacia das culturas Bt as
principais pragas-alvo das culturas, como por exemplo S. frugiperda, no entanto,
para que a tecnologia continue exercendo o seu papel é fundamental que sejam
preconizadas as estratégias de manejo de resisténcia.

A evolucado de resisténcia de populacdes de S. frugiperda em milho Bt que
expressa as proteinas CrylF e CrylAb no Brasil, foi resultado da utilizacao intensiva
de cultivos Bt em campo e da falta de adocao de areas de refagios.

Osistema brasileiro de cultivo de milho é altamente intensivo, sendo cultivado
ao longo de todo o ano agricola (safra de verdo, inverno e/ou sob irrigacédo), em
diversas regides pais. Além desse cenario, as culturas de soja e algoddo que
também expressam proteinas inseticidas sdo amplamente cultivadas, contribuindo
para uma maior dificuldade no manejo de S. frugiperda nesses sistemas.

A ndo-conformidade das areas de reflgio € uma preocupacdo no Brasil,
embora constitua-se como uma premissa basica em cultivos Bt, esta estratégia tem
sido pouco utilizada em campo.

O histdrico de S. frugiperda as diversas taticas de controle disponiveis ja é
conhecido, desta forma é dificil prever com confianca o sucesso de qualquer tatica
direcionada para o MRI da praga, devido principalmente as caracteristicas
bioecoldgicas da praga, principalmente em regiées de clima tropical como no Brasil.

O uso adequado das estratéegias de MRI (refugio/alta dose, eventos
piramidados) é primordial para manter a sustentabilidade do milho Bt. Para o médio
e longo prazo ndo se tem novas proteinas inseticidas para aprovagdo comercial. As
aprovacdes comerciais tém sido baseadas em combinacdes de eventos ja
aprovados comercialmente (CTNBio, 2018), o que pode aumentar 0s riscos, caso

nao sejam observados os principios basicos do MRI.
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A utilizacdo conjunta das estratégias de MRI e taticas relacionadas ao MIP,
como rotagdo de culturas, controle comportamental visando observar a ocorréncia
de adultos na area, monitoramento da presenca de lagartas, inimigos naturais e
guando necessario, a utilizacdo do controle quimico, seguindo as recomendacdes do
Comité de Acdo de Resisténcia a inseticidas no Brasil (IRAC, 2018) sdo necessérios

para auxiliar no manejo de S. frugiperda.
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APENDICES

Apéndice A

Definicoes:

Lesoes: Tecidos verdes removidos, tecido membranoso
ainda presente - Raspagem.

Furos: Tecido completamente removido, pode-se ver
atraves das folhas.
Circular: Formato redondo.
Alongado: Formato nao circular.
Formato irregular: Formato nao circular ou alongado.

De nenbum dana 2 3 kesfies muitn pequenas ras fohas do Lesties muito pequenas e pequenas tiroulares ras folhas do Pequenas lesbes citubres e algumes pequenas ksbes
cartucho. cartucho, alongadas [formata de retingulo) estes de até 1.3:m da
comgrmenta nas folhas do cartucha,

e 4 a 7 kses 3
2.5om em algumas fol

= -
O 4 a 7 ksles akngadas em vinas fobas do camucho &
ea?‘anzgrhs efou vinos fures uniformes a rregufares nss
£

=)
wemsuumednsdelh Deﬂailsde:akﬂgmlqmdmmanqui'ﬁcmm
3 do cartucho e folra em ajumas fokas do cartucho & fohas
expanddm fou akguns Sros peguencs a médis de eemato
uniforme 2 ireguar imembrana consumidal no cartucho e
nas fohas erpmdnhx

o tartuche & expandds.

Nivel de Dano

ALTO

Cartucho e fohas ependidas quase ou totdmente

8 oumais lesdes ala‘qadax = todos o tamanhas presentss Biou mais lesdes abngadas de tedos o tama-thos presantes
destruidos.

em virias fohas do cartucho akém de furos de formato na maioris das folhas do cartucho além de mutos furos
uniforme a imequiar nas fohes do cartucho e expandidas, midios A grandes de foemato uniforme a rreguler nas fohas
do carmuch e expanddas.

Escala Davis - Viswa! Reting Scales for Screeming Whorl-Stage Com for Resistance ta Fall Armywarm F. M.
Davis, USDA-ARS, Crop Science Research Laboratory, Mississippt State University, MS 38762

Figura 1A. Escala de avaliacdo visual de nota de injurias/danos de Spodoptera
frugiperda, adaptada de Davis et al. (1992). (Fonte: Dupont do Brasil -
Divisdo Pioneer Sementes).
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Apéndice B
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Tabela 1B. Médias de Temperatura (°C), Umidade Relativa (UR%) e
Pluviosidade acumulada (mm) a cada sete dias no periodo de
01 de dezembro de 2015 a 06 de maio de 2016, relativos ao
periodo de desenvolvimento fenoldgico da cultura do milho na
safra de verdo (2015/2016) e safra de inverno (2017). (Fonte:
Estacdo Agroclimatoldgica - Departamento de Ciéncias Exatas
da FCAV/UNESP — Campus de Jaboticabal, SP).

“Os elementos meteoroldgicos registrados durante o periodo de coleta dos
dados foram extraidos de um conjunto de dados pertencentes ao acervo da area de
Agrometeorologia do Departamento de Ciéncias Exatas (Unesp — Campus de
Jaboticabal). As observacdes realizadas na Estacdo Agroclimatolégica sdo cotadas,
digitadas em formato padronizado, realizada a consisténcia e controle de qualidade.
Em seguida séo obtidas as médias diarias, mensais e anuais que sao repassadas

ao0s usudarios”.



93

Apéndice C
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Figura 1C. Médias de Temperatura (°C), Umidade Relativa (UR%) e
Pluviosidade acumulada (mm) a cada sete dias no periodo de 01
de dezembro de 2016 a 06 de maio de 2017, relativos ao
periodo de desenvolvimento fenolégico da cultura do milho na
safra de verdao (2016/2017) e safra de inverno (2017). (Fonte:
Estacdo Agroclimatologica - Departamento de Ciéncias Exatas
da FCAV/UNESP — Campus de Jaboticabal, SP).

“Os elementos meteorolégicos registrados durante o periodo de coleta dos
dados foram extraidos de um conjunto de dados pertencentes ao acervo da area de
Agrometeorologia do Departamento de Ciéncias Exatas (Unesp — Campus de
Jaboticabal). As observacdes realizadas na Estacdo Agroclimatolégica séo cotadas,
digitadas em formato padronizado, realizada a consisténcia e controle de qualidade.
Em seguida sdo obtidas as médias diarias, mensais e anuais que sao repassadas

aos usuarios”.



