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XX
RESISTENCIA DE CULTIVARES DE MILHO CONVENCIONAL E TRANSGENICO

A Diatraea saccharalis (FABRICIUS, 1794) (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)

RESUMO - A broca do colmo, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794), € um
lepidoptero que ocasiona danos em diversas gramineas como cana-de-agucar,
milho, sorgo e arroz. Todavia, poucas sao as informacgdes relacionadas ao uso de
fontes de resisténcias dessa broca na cultura do milho para condi¢gdes brasileiras.
Assim, objetivou-se determinar o comportamento de D. saccharalis em cultivares de
milho convencional e transgénico quanto a nao preferéncia para alimentagcédo e
antibiose. Os experimentos foram conduzidos no periodo de agosto/2011 a
julho/2013 com plantios de milho em casa de vegetagcao, localizada em area
pertencente a Fazenda de Ensino, Pesquisa e Producdo e no Laboratério de
Resisténcia de Plantas a Insetos, do Departamento de Fitossanidade, da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias FCAV/UNESP, Campus Jaboticabal. Cultivares
de milho convencionais e transgénicas foram avaliadas quanto ao comportamento
de alimentacdo em testes com e sem chance de escolha, ambos com duracéo de
24, 48 e 72 horas. Em seguida, foram avaliados os efeitos da idade da planta na
preferéncia alimentar de e a antibiose destas cultivares. Os dados foram
transformados, quando necessario, para respeitar a curva de normalidade e, em
seguida, foi realizada analise de variancia das médias. Os resultados dos testes de
preferéncia alimentar em cultivares de milho convencionais e transgénicas,
separadamente, indicaram que lagartas com 15 dias de idade consomem igualmente
as cultivares convencionais, em testes com e sem chance de escolha. No entanto,
lagartas recém-eclodidas proporcionam menor dano na cultivar convencional 2B 587
em teste sem chance de escolha e as cultivares de milho transgénico SX8330 TL
TG, DAS 2B707 HX, P 3646 HX, BG 7049 YG, DKB 789 YG e DKB 390 VTPRO
proporcionam menores porcentagens de dano para lagartas recém-eclodidas de D.
saccharalis. Para os testes envolvendo cultivares de milho convencionais e
transgénicas, simultaneamente, a cultivar SHS 7780 é suscetivel e as cultivares
DKB 390 VTPRO, DKB 789 YG e DAS 2B 707 apresentam resisténcia na categoria
nao preferéncia para alimentacdo a D. saccharalis. Na avaliagdo do efeito da idade
das plantas, em geral as cultivares transgénicas: DKB 390 VTPRO, DKB 789 YG e
DAS 2B 707, sao menos atrativas e consumidas em idade de 45 dias e, mais
consumidas aos 70 dias. Quanto aos resultados para os estudos de antibiose, a
cultivar de milho convencional AG 7088 mostra-se moderadamente resistente na
categoria antibiose por apresentar pupas deformadas, menor numero de ovos por
fémea e menor viabilidade de ovos. As cultivares convencionais AG 7088 e AG 5055
apresentam maiores teores de fendis totais e as transgénicas DAS 2B 707 HX, DKB
789 YG e DKB 390 VTPRO sao altamente resistentes na categoria antibiose.

Palavras-Chave: Broca do colmo, Resisténcia de plantas , Zea mays , Milho Bt
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RESISTANCE OF CONVENTIONAL AND TRANSGENIC MAIZE CULTIVARS
Diatraea saccharalis (FABRICIUS, 1794) (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)

ABSTRACT - Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) is a lepidopteran that
causes damage in several grasses such as sugar cane, maize, sorghum and rice.
However there is little information regarding the use of resistance sources this borer
in maize to Brazilian conditions. Thus this study aimed to determine the behavior of
D. saccharalis in cultivars of transgenic and non-transgenic maize as feeding
preference and antibiosis. The experiments were conducted between July 2011 to
August 2013 with planting maize in a greenhouse in the area belonging to the Farm
for Teaching, Research and Production and Laboratory of Plant Resistance to
Insects, Department of Crop Protection, Faculty of Agricultural Sciences and
Veterinary FCAV / UNESP, Jaboticabal. Conventional and transgenic cultivars were
evaluated for feeding behavior in tests with multiple and non-choice tests on these
time: 24, 48 and 72 hours. Soon after these results were evaluated the effects of
plant age on food preference and antibiosis these cultivars. The data were
transformed, if necessary, to maintain the curve of normality and then analysis of
variance to the means. Results of feeding preference in conventional and transgenic
cultivars tests separately indicated that caterpillars with 15 days old also consumed
conventional maize cultivars in tests with multiple and non-choice. However, newly
hatched caterpillars provided less percentage of damage in conventional farming 2B
587 in non-choice test and, transgenic maize cultivars SX8330 TL TG, DAS 2B707
HX, P 3646 HX, BG 7049 YG, DKB 789 YG and DKB 390 VTPRO provided the
lowest ratings of damage symptoms to newly-hatched larvae of D. saccharalis. For
tests involving transgenic and conventional cultivars simultaneously, was observed
that SHS 7780 cultivar is susceptible and the cultivars DKB 390 VTPRO, DKB 789
YG and DAS 2B 707 showed resistance in the category feeding preference on D.
saccharalis. On the evaluation of the age effect of plants, in general the transgenic
cultivars DAS 2B 707 HX, DKB 789 YG e DKB 390 VTPRO are less attractive on 45
days old and the most consumed was on 70 days old. Regarding the results for
studies of antibiosis, the conventional maize cultivar AG 7088 shows up moderately
resistant category antibiosis due to its higher percentage of deformed pupae, fewer
eggs per female and lower viability of eggs. Conventional cultivars AG 7088 and AG
5055 showed highest levels of total phenols and transgenic DAS 2B 707 HX, DKB
789 YG e DKB 390 VTPRO are highly resistant in the antibiosis category.

Keywords: Sugarcane borer, Plant resistance, Zea mays, Bt maize



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. 1 Introducgao

A produgao da cultura do milho, na safra 2012/13, da apresentou em nivel
nacional, um incremento de 3,2% quando comparado com o resultado da safra
anterior, atingindo montante de 78,6 milhdes de toneladas. As regides que
concentraram essa producgao foram a Centro-Oeste tendo o estado do Mato Grosso
como maior produtor (18.419,4 mil toneladas) e Sul com o estado do Parana
(17.978,2 mil toneladas), ambas obtendo bons resultados tanto na 1?2 safra quanto
na 22 safra (CONAB - Companhia Nacional de Abastecimento, 2013).

Apesar do excelente cenario agricola do setor, a broca do colmo, Diatraea
saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), tdo comumente associada
aos canaviais brasileiros, assumiu nos ultimos anos relevancia aos produtores de
arroz e milho do pais. Tal mudanga no habito alimentar dessa praga, tem
direcionado novas pesquisas quanto ao comportamento e biologia desse inseto,
exigéncias nutricionais e térmicas, controle alternativo, dentre outras que s&o
necessarias para auxiliar o produtor no manejo desse lepidoptero. Uma vez que, D.
saccharalis, ao se instalar no plantio e penetrar nos colmos, os danos podem ser
severos, pois os produtos quimicos ndo conseguem alcangar a broca, que se aloja
dentro das galerias formadas nos colmos. Assim, as perdas em rendimentos do
milho tém sido atribuidas a um aumento da esterilidade, reducdo no tamanho da
espiga e do grao, além de interferéncia na colheita mecéanica (CRUZ, 2007; SOUZA,
2013).

Ferreira et al. (2001) relacionaram os prejuizos que D. saccharalis causa a
cultura do arroz como dependente da intensidade do ataque, isto €, do numero de
coragdes-mortos e de paniculas-brancas provocadas nas culturas. Dinardo-Miranda
et al. (2013) revelam também uma tendéncia das cultivares atuais de cana-de-

agucar serem mais suscetiveis a broca, provavelmente devido ao melhoramento
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genético que, em busca de cultivares mais produtivas e ricas em agucar, selecionou
aquelas mais suscetiveis a praga.

Outras técnicas de controle como o uso de plantas resistentes ou mesmo
transgénicas pela tecnologia Bt s&o utilizadas para minimizar os prejuizos
provocados pela broca do colmo e outros lepidopteros. Romeis et al. (2008)
mostraram que o milho geneticamente modificado com o gene expressando a
proteina Cry 1Ab de Bacillus thuringiensis (Berliner), controla insetos da ordem
Lepidoptera, ndo afetando insetos de outras ordens. Outra pesquisa nesse enfoque
foi realizada por Sidhu, Stout e Blouin (2013), que avaliaram a preferéncia para
oviposicdo de D. saccharalis em oito cultivares convencionais de arroz e,
constataram ser de 50-60% menor em cultivares resistentes.

A resisténcia pode ser assim atribuida a diversos fatores tais como: idade da
planta, textura, balango de nutrientes, presenca de competidores ou predadores e de
substancias repelentes, fatores esses que podem influenciar na maior ou menor
aceitacao do inseto em ovipositar ou alimentar-se. Para Daves, Williams e Davis
(2007), ha muitas maneiras em que as plantas podem se defender contra o ataque
de insetos. Defesas de plantas hospedeiras sao categorizadas tanto por
caracteristicas bioquimicas ou morfolégicas das plantas. As plantas que expressam
a resisténcia a uma praga especifica ou uma série de pragas podem possuir uma ou
ambas as categorias de tragos fenotipicos.

Dessa forma, a resisténcia de plantas a insetos tem sido considerada como
uma medida de controle econdbmica e conveniente, duravel, in6cua, e também
compativel com outras taticas de manejo, portanto, deve-se enfatizar o uso e
desenvolvimento de cultivares resistentes a broca do colmo (SIDHU; STOUT;
BLOUIN, 2013). Vale ressaltar que a utilizagdo da resisténcia de plantas requer
pesquisas complementares, onde se identifique as fontes de resisténcia, as
categorias de resisténcia envolvidas e os niveis dessa resisténcia. Todas essas
informacdes ajudardo a compor e melhorar essa medida de controle.

As limitagdes que podem existir no uso dessa tecnologia para D. saccharalis
estdo relacionadas principalmente ao uso indiscriminado da tecnologia Bt e ao
desrespeito aos plantios de refugio, o que pode ocasionar em pouco tempo, a

ineficacia desse método devido ao desenvolvimento de alelos de resisténcia nas
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populagdes dessa broca. Araujo et al. (2011) relacionaram que o uso de cultivares
de milho convencionais e transgénicas (Bt), de mesmo ciclo e porte e
simultaneamente, propiciam uma area de refugio, com a finalidade de evitar o efeito
de resisténcia de insetos, devido ao cruzamento das diferentes populagdes. Fato
relevante, uma vez que em pesquisa de Huang, Leonard e Andow (2007) foi
abordado que a tolerancia natural de D. saccharalis a proteina Cry 1Ab pode permitir
um maior numero de mecanismos genéticos para exibir resisténcia em milho Bt.
Nesse ambito, objetivou-se avaliar as categorias de resisténcia por nao
preferéncia para alimentacdo e antibiose em cultivares de milho convencional e

transgénico a D. saccharalis.

1. 2 Revisao Bibliografica

1. 2 .1 Distribuicdo Geografica e Hospedeiros de Diatraea saccharalis

A broca da cana, D. saccharalis, é nativa do hemisfério ocidental, sendo que
nos Estados Unidos foi introduzida na Louisiana em 1855, e desde entdo se
espalhou para a Costa do Golfo do México, habitando apenas as partes mais
quentes destes Estados. Esta broca também ocorre em todo o Caribe, América
Central e nas por¢des mais quentes da América do Sul e no norte da Argentina
(CAPINERA, 2001).

A broca do colmo é considerada praga chave da cultura da cana-de-agucar,
embora ocasione também prejuizos nas culturas do sorgo, milho, milheto, arroz e
trigo. Além dessas gramineas de forte expressao agricola, esta broca é favorecida
pela ampla diversidade de hospedeiros alternativos. Dentre as espécies que podem
servir como hospedeiros alternativos para D. saccharalis tem-se: Avena sativa L.
(aveia), Arundo donax L. (cana da india), Echinochloa spp. (capim arroz),
Echinochloa polystachya (H. B. K.) Hitch (capim canarana), Brachiaria purpuracens
Henr. (capim D'Angola), Paspalum urvillei Stend (capim-da-roga), Penisetum
purpureum Schum. (capim elefante), Brachiaria plantaginea Link (capim guatemala),

Panicum maximum Jacq.(capim guin€), Sorgum halepense (L.) Pers. (capim
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massambarad), Leptochloa filiformis (Lam.) Beauv. (capim mimoso), Paspalum
conjugatum P. J. Bergius (capim roxo), Paspalum repens Berg. (Perimembeca),
Sorghum arundinacum (Wild) Stapf. (sorgo silvestre), Cyperus rotundus L.(tiririca),
Vetiveria zizanioides (L.) Nash (capim vetiver) (FERREIRA et al., 2001).

Diatraea saccharalis € a principal praga dos plantios de milho,sorgo e cana-
de-aguicar na América Latina (MORE; TRUMPER; PROLA, 2003). Na Argentina, é a
principal praga no cultivo do milho (SERRA; TRUMPER, 2006). No Sudeste dos
EUA, a broca do colmo esta entre as mais importantes pragas do arroz (SIDHU;
STOUT; BLOUIN, 2013).

1. 2. 2 Aspectos Biolégicos de Diatraea saccharalis

A Ordem Lepidoptera impulsiona no pais e no mundo, importante setor de
pesquisas, uma vez que possui grande numero de espécies que ocasionam
prejuizos a diversas culturas, tais como cana-de-agucar, tomate, couve, amendoim,
milho, feijdo, arroz, sorgo (BORTOLI et al., 2005; CAMPOS, 2009; CRUZ, 2007;
DINARDO-MIRANDA et al., 2012; FERNANDES, 2003; FERREIRA et al., 2004;
LEITE, 2004; TAGLIARI, 2007). Dentre alguns dos lepidopteros pragas das
gramineas, a broca do colmo é responsavel por perdas significativas na produgéo
agricola durante seu desenvolvimento dentro dos colmos (CRUZ, 2007; FERREIRA
et al., 2004) .

Pinto, Cano e Santos (2006) relataram que em campo, as posturas de D.
saccharalis contém de 5 a 50 ovos, podendo cada fémea colocar de 300 a 600 ovos
durante toda a vida, dependendo da época do ano e da temperatura. Souza, Avila e
Parra (2001) em pesquisa de laboratorio também relataram a importéncia da
temperatura no ciclo de vida de D. saccharalis, no qual a temperatura mais
adequada para criagdo massal foi de 30°C.

Além das exigéncias térmicas que podem interferir no ciclo biolégico dessa
broca, pode-se acrescentar o aspecto nutricional do alimento ingerido, que varia de
acordo com o hospedeiro. Em pesquisa de Oliveira et al. (2010), as lagartas

passam por 6 estadios larvais, num ciclo de 30 dias, permanecendo no colmo até
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completarem o desenvolvimento e se transformarem em crisdlidas, na cultura do
arroz. Ja em pesquisa de Costa, Coelho e Francez e Rigolin-Sa (2010) o ciclo
biolégico da espécie (ovo-adulto) em dieta artificial a base de farelo de soja e germe
de trigo, ocorre em média de 46,21 dias.

Estudos que avaliem o ciclo biolégico dos insetos em determinadas condi¢des
de temperatura ou alimento contribuem para esclarecer os possiveis fatores que
interferem negativamente na sua biologia (resisténcia da planta) (BOICA JUNIOR;
LEONELO; JESUS, 2011; SILVEIRA; VENDRAMIM; ROSSETTO, 1997; SOUZA;
AVILA; PARRA, 2001), possibilitando assim, a exploragéo desses efeitos adversos
para controlar a praga, ou mesmo reduzir seus danos na cultura.

De maneira analoga, a adubacédo das plantas também pode interferir nos
aspectos bioldgicos de D. saccharalis conforme pesquisa de Bortoli et al. (2005), que
comprovaram maior periodo larval (91,62 dias) e menor peso larval (54,40 mgQ)
quando a dose de adubacéao aplicada foi de 0 ppm de nitrogénio (N) e 200 ppm de
potassio (K); observando uma tendéncia de doses menores de N proporcionarem
menor porcentagem de dano e doses mais elevadas de K aumentarem o periodo de
desenvolvimento das lagartas.

A idade da cultura representa outro fator que pode influenciar a biologia dos
insetos. Em pesquisa de Moré, Trumper e Prola (2003), que visaram identificar a
preferéncia de oviposicao de D. saccharalis pelas fases fenolégicas, superficie foliar
e distribuicdo vertical em plantas de milho, concluiram que seus ovos foram
colocados nas partes inferiores das folhas, situadas no estrato médio das plantas e,
cujos estagios fenoldgicos eram posteriores ao V10. Ainda em suas observagdes
declararam que o numero médio de massas de ovos por planta foi baixo ou nulo em
plantas em estadios fenolégicos anteriores ao V9.

Cada um dos aspectos apresentados contribui para o conhecimento
detalhado do comportamento biologico desse lepidoptero, que pode apresentar
variagcbes no periodo larval de 20 a 79 dias, na fase pupal de 6 a 14 dias e
longevidade de adultos entre 2 a 9 dias (PINTO; CANO; SANTOS, 2006),
representando varias geragdes por ano e elevado poder de destruigdo nas lavouras.

O conhecimento de tais aspectos biolégicos, em determinadas situagdes e

com diferentes hospedeiros permite-nos interceder de maneira efetiva no ciclo da
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praga, reduzindo o uso de produtos quimicos e explorando melhor as tecnologias
existentes para seu controle, como a resisténcia de plantas e/ou o controle biolégico
(VACARI; OTUKA; BORTOLI, 2007; ).

1. 2. 3 Danos de Diatraea saccharalis e Importancia Econémica

O dano da broca da cana-de-agucar em milho foi descrito pela primeira vez
por Flynn e Reagan (1984) e Flynn, Reagan e Ogunwolu (1984). Dai em diante
tornou-se necessario desenvolver pesquisas e aprimorar metodos para garantir a
redugcao desses danos, com alteragcao nas praticas de cultivo e colheita, interagao
entre técnicas de controle, monitoramento, dentre outras.

Diatraea saccharalis possui elevado poder destrutivo, j4 que pode atacar
diversas partes da planta, assim, o colmo pode ser seccionado ou broqueado; as
folhas raspadas e/ou destruidas; pode destruir a gema apical, provocando o sintoma
conhecido como "coragdo morto"; atacar partes do pendao; o pedunculo da espiga e
a propria espiga, alimentando-se dos grdos ou broqueando o sabugo (PINTO;
PARRA; OLIVEIRA, 2004). Conforme Serra e Trumper (2006), na regiao dos
Pampas da Argentina, D. saccharalis € a praga de maior impacto no cultivo do milho
pelos danos que provoca, caracterizados como danos fisioldgicos (diminuicdo do
fluxo de agua e nutrientes) e mecanicos ( quebra dos colmos e queda das espigas).
Em condicbes brasileiras, D. saccharalis tem causado preocupagao aos produtores
de milho pela alta incidéncia e dano, seja em areas proximas ou distantes da cana-
de acgucar, sugerindo uma melhor adaptagdo desta praga aos hibridos de milho
utilizados atualmente, ou devido ao sistema de producdo predominante em uma
determinada regiao (SOUZA, 2013).

Ao atacarem o interior do colmo da planta, as larvas de D. saccharalis
ocasionam danos que podem acarretar perdas entre 10 e 50% nos rendimentos. As
maiores perdas sdo advindas de ataques nos entrends mais proximos a espiga, pois
produzem interferéncia na circulagcao de nutrientes elaborados pela planta, que sao
carreados para uma maior producédo de folhas, em vez da producédo de graos, em
comparagao com os ataques verificados nos entrenés mais distantes (CRUZ, 2007).
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Ainda em se tratando de danos, existem aqueles tidos como indiretos, uma
vez que através dos orificios e galerias provocados pela praga, ocorre a penetragao
de fungos que causam a podridao vermelha do colmo, na qual pode abranger toda a
regidao com galerias. Esses fungos causadores da podriddo vermelha sao
Colletotrichum falcatum Went e Fusarium moniliforme Sheldon, e provocam a
inversdo da sacarose, diminuicdo da pureza do caldo e provoca contaminagdes no
processo de fermentagdo alcodlica, dando menor rendimento em acgucar e alcool
(BOICA JUNIOR; LEONELO; JESUS, 2011; GALLO et al., 2002). A quantidade e a
pureza do suco que pode ser extraido da cana sdo reduzidas pela presenca da
praga, pois o rendimento da sacarose pode ser diminuido em 10 a 20% (CRUZ,
2007).

1. 2. 4 Controle Quimico

O controle de insetos pragas consiste numa etapa crucial da produgao
agricola, onde adotar a medida correta e eficaz representa economia financeira e
ambiental. No caso de lepidopteros, que normalmente sao fitéfagos na fase larval e
favorecidos por grande disponibilidade de hospedeiros alternativos o ano todo,
torna-se necessaria a adocdo de diversas taticas para reduzir o nivel de dano
econdbmico dessas pragas, principalmente como ocorre com D. saccharalis
(PANIZZI; PARRA, 2009).

O tradicional controle quimico pode ser utilizado para diminuir os prejuizos
oriundos da presenga de D. saccharalis no campo, entretanto tende a tornar-se
pouco eficiente devido ao habito alimentar da lagarta de permanecer a maior parte
de seu desenvolvimento dentro dos colmos da planta. Assim, o controle quimico
deve ser evitado, uma vez que o impacto ambiental causado pela aplicacédo de
agroquimicos em grandes areas € significativo (PINTO; CANO; SANTOS, 2006).
Contudo, apesar dos efeitos indesejados e da pouca eficiéncia dos quimicos,
existem 34 produtos registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para controle de D. saccharalis em cana-de-agucar, dentre
0s quais estdo inclusos os grupos quimicos das antranilamida, benzoiluréia,

metilcarbamato, pirazol, piretrdide + neonicotinoide. Ja em ataques proporcionados a
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cultura do milho, a praga s6 possui dois produtos registrados do grupo da
lambdacialotrina (piretréide) (AGROFIT, Sistema de Agrotdxicos Fitossanitarios,
2013).

1. 2. 5 Controle Bioldgico

O controle biolégico em D. saccharalis na cana-de-agucar representa maior
relevancia e sucesso no plano de controle dessa praga, uma vez que devido aos
seus habitos alimentares, esta permanece protegida da agdo dos agrotoxicos por
sucessivos plantios. Assim, o uso de predadores, parasitéides e/ou organismos
entomopatogénicos permite a interrupg¢ao do ciclo desse lepidéptero, qualificando-os
como importante técnica para redugdao dos danos provocados pela broca nos
campos agricolas (PARRA et al., 2002).

Sanchez, Pollack e Quispe (1991) avaliaram a eficiéncia de parasitismo de
Paratheresia claripalpis (Wulp, 1896) (Diptera: Tachinidae) sobre larvas de D.
saccharalis e obtiveram parasitismo médio de 3-4 larvas, relativamente inferior a
Lixophaga diatraea (Townsend, 1916) (Diptera: Tachinidae) em Cuba. Ramodn et al.
(2008) relataram que o método mais eficaz de controlar esta praga é a utilizagcao de
parasitdides, sendo o mais bem sucedido, a mosca amazbnica Lidella (=
Metagonistylum) minenese (Townsend, 1927) a qual, no entanto, apresentou-se
muito especifica atacando quase exclusivamente a D. saccharalis, ocasionando um
declinio desta espécie e o aumento de outras espécies de lepidopteros.

No Brasil, o controle biolégico de D. saccharalis em cana-de-agucar utilizando
o himendptero C. flavipes representa o maior € mais efetivo programa de controle
biolégico ja implantado no pais, onde varias empresas privadas promovem a criagao
e comercializagdo desse inimigo natural em larga escala. Além, de instituicbes de
pesquisa e de ensino que atuam no aprimoramento e melhoria das informacdes
voltadas ao funcionamento dos programas de controle biolégico (BOTELHO;
MACEDO, 2002).

A associagao dos parasitdides C. flavipes e Trichogramma sp. tem garantido
excelente controle, visto que estes atuam em diferentes fases do desenvolvimento

da praga. Pinto, Cano e Santos (2006) revelaram que trés liberacbes semanais
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consecutivas de T. galloi e uma de C. flavipes acarretam uma diminuigdo superior a
60% no indice de intensidade de infestacdo causado pela broca do colmo. Este
parasitoide apresenta eficiéncia em outras espécies de broca que sdo comuns no
nordeste brasileiro como Diatraea flavipennella (Box, 1931) (Lepidoptera:
Crambidae) conforme avaliacdo de Silva et al. (2012) que questionaram a
preferéncia de C. flavipes pela broca e concluiram que o mesmo ndo demonstrou
preferéncia entre D. saccharalis e D. flavipennella, parasitando ambas as espécies.

Cruz et al. (2011) encontraram em associagdo com a broca do milho a
espécie Tetrastichus howardi (Olliff, 1893) (Hymenoptera: Eulophidae), que pode ser
uma opcgao adicional para o0 manejo integrado de pragas nos cultivos onde o inseto €
uma praga-chave, como a cana de agucar, milho e sorgo.

Além da utilizacdo de parasitéides, pode-se promover o controle com insetos
predadores conforme pesquisa de Macedo e Araujo (2000) que registraram dentre
outros insetos predadores, Selenophorus sp. e Doru lineare (Eschscholtz, 1822)
(Dermaptera: Forficulidae), como os mais frequentes em armadilha luminosa
associados a predacao de D. saccharalis em canavial submetido a queima ou néo.
Castro et al. (2011) relataram que Coleomegilla maculata (Degeer, 1775)
(Coleoptera: Coccinellidae) pode ser utilizada na fase inicial de infestagdo para
supressao de posturas de D. saccharalis na cana-de-agucar e€/ou no milho.

Outra possibilidade no controle dessa praga é a aplicagcdo de produtos
bioldgicos como fungos e bactérias. Em pesquisa de Oliveira et al. (2008) foi
avaliado os efeitos dos fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.
e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok., em diferentes concentragbes, sobre
parametros bioldgicos de D. saccharalis. Em seus resultados constataram que os
fungos ocasionaram mortalidade larval e pupal, além de comprometerem
caracteristicas biologicas determinantes para o sucesso de D. saccharalis como
praga, tais como longevidade, fecundidade e viabilidade de ovos. Nessa percepgao,
deve-se priorizar produtos biolégicos de Cotesia flavipes (Cameron, 1891)
(Hymenoptera: Braconidae), B. thurigiensis e Trichogramma galloi (Zucchi, 1988)
(Hymenoptera: Trichogrammatidae), que ja sado produzidos em larga escala e podem

ser utilizados pelos agricultores.
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1. 2. 6 Resisténcia de Plantas

O uso de plantas resistentes como mecanismo de controle de insetos pragas
tem sido praticado amplamente no pais devido a grande compatibilidade com outras
taticas de controle, a facilidade de implantacdo e a inexisténcia de contaminagao
humana e ambiental. Contudo, apesar das vantagens associadas a essa tecnologia,
Boiga Junior, Lara e Bellodi (1997) ressaltaram que taticas como resisténcia de
plantas a insetos e o controle biolégico podem ser antagonistas e € importante o
estudo dessa interacdo a fim de evitar efeitos negativos na utilizacdo destas taticas
em campo.

Desta forma, pesquisas tém sido voltadas a esclarecer fontes de resisténcias
e interagdes entre plantas e insetos (CAMARGO et al.,, 2010; CARVALHO;
MORAES; CARVALHO, 1999; FRIZZAS; CUNHA; MACEDO, 2004; GOUSSAIN et
al., 2002; LEITE, 2004; MORAES; FERREIRA; COSTA, 2009), pois dependendo do
estado nutricional e fenoldgico das plantas, das condigdes climaticas em que estao
inseridas, do potencial bidtico da praga, dentre outros, a resisténcia pode ou nao
manifestar-se.

Em condigdes brasileiras, ainda sdo escassas as pesquisas realizadas nesse
enfoque voltadas a D. saccharalis, todavia Martins (1983) investigou fontes de
resisténcia em algumas cultivares de arroz a broca do colmo e, associou-as com
caracteristicas bioquimicas e biofisicas das plantas e, obteve fontes de resisténcia
na categoria antibiose, que ocorre quando o inseto se alimenta normalmente da
planta e esta exerce efeito negativo em um ou mais parametros de sua biologia e/ou
desenvolvimento.

Ferreira et al. (2004) e Nascimento et al. (2010) também pesquisaram o
comportamento de variedades de arroz sob o ataque de D. saccharalis,
selecionando materiais resistentes a esse lepidoptero, acompanhando o
desenvolvimento das brocas apos infestacdo em telados.

Dinardo-Miranda et al. (2012) que avaliaram a preferéncia de oviposi¢ao de D.
saccharalis e o efeito de dez cultivares de cana-de-acucar no desenvolvimento

larval. Em suas avaliagbes concluiram que, as cultivares menos preferidas foram
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IACSP94-2101 e IACSP96-2042 e, a mais desfavoravel a entrada e ao
desenvolvimento das lagartas no interior dos colmos foi IACSP94-2094,
apresentando resisténcia a praga. Ainda segundo Dinardo-Miranda et al. (2013),
apesar da importancia econémica de D. saccharalis, sao raras as informacodes
quanto a manutencido da resisténcia contra o inseto nas cultivares utilizadas no
Brasil.

No entanto, pesquisas avaliando especificamente D. saccharalis em
genotipos de milho sdo menos frequentes no pais, uma vez que a maioria dos
trabalhos referenciados é oriunda de outras nacionalidades e a resisténcia vem
associada a utilizagcdo de B. thuringiensis (HUANG; LEONARD; ANDOW, 2007;
WANGILA, 2012; WU et al., 2009) ou a outra praga alvo como a lagarta-do-cartucho
(FERNANDES et al., 2003; WAQUIL et al., 2002). E necessario compreender que a
habilidade de determinado gendtipo agregar uma ou mais respostas de defesa é
variavel e sua real identificagdo requer pesquisas aprofundadas e complementares,
pois as respostas sao diferenciadas em cada genoétipo e em cada praga avaliada.

Nesse sentido, Souza (2013) realizou pesquisa avaliando a suscetibilidade de
D. saccharalis a proteina inseticida Cry 1F em diferentes estadios fenoldgicos do
milho e enfatizou a importancia do monitoramento da suscetibilidade dos insetos
pragas ao uso da tecnologia Bt, possibilitando a diminuicdo da evolucdo da
resisténcia dos insetos e permitindo maior durabilidade da técnica.

Outras pesquisas precisam ser desenvolvidas a fim de determinar possiveis
fontes de resisténcia assim como devem vir acompanhadas de observagdes das
caracteristicas morfologicas e/ou bioquimicas das plantas ou mesmo com avaliagdes

da atratividade.

1. 2. 7 Uso da Tecnologia Bt (Bacillus thuringiensis Berliner)

A transformagdo genética dos vegetais permite a introdugcdo de genes
especificos em genomas alvo, e esta sendo muito empregada no desenvolvimento
de novos cultivares comerciais. Esta tecnologia tem auxiliado nos programas de

melhoramento, uma vez que possibilita a transferéncia de genes entre plantas de
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espécies nao relacionadas, fato que nao ocorre por meio de cruzamentos
convencionais (PINTO; RIBEIRO; OLIVEIRA, 2011). Dentre as inumeras aplicagcbes
de tais técnicas, pode-se destacar a geragao de plantas com caracteristicas que
conferem resisténcia a insetos praga (FRIZZAS; CUNHA; MACEDO, 2004).

O milho geneticamente modificado, resistente a insetos, foi originalmente
desenvolvido para o controle de Ostrinia nubilalis (Hubner, 1796) (Lepidoptera:
Crambidae), uma importante praga do colmo do milho nos EUA (FERNANDES,
2003). No Brasil, a liberagcdo comercial de hibridos de milho geneticamente
modificados foi autorizada a alguns anos. Por isso, informagdes relacionadas as
pragas alvo em condi¢cdes nacionais e estudos de campo para avaliar a eficacia da
tecnologia comparada a hibridos comerciais nao Bt e aplicagao de inseticidas para o
controle da lagarta-do-cartucho (MICHELOTTO et al., 2011a), assim como em outros
lepidopteros praga sdo extremamente importantes.

O milho Bt é obtido por meio da transformagao genética de plantas de milho
com genes da bactéria B. thuringiensis. Estes genes sado responsaveis pela
producdo de proteinas nos tecidos das plantas as quais promovem acgao inseticida
sobre alguns tipos de insetos. Os eventos de milho Bt disponiveis no mercado
brasileiro atualmente protegem as plantas de milho em maior ou menor grau contra
o ataque de espécies de insetos praga da Ordem Lepidoptera como a lagarta-do-
cartucho, Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), a broca do
colmo (D. saccharalis) e lagarta-da-espiga, Helicoverpa zea (Boddie, 1850)
(Lepidoptera: Noctuidae) (MICHELLOTO et al., 2011 b).

A toxicidade de B. thuringiensis esta relacionada a sintese das proteinas Cry
que atuam especificamente no intestino médio dos insetos, as quais sao codificadas
por genes cry. Essas proteinas tém atividade inseticida a diferentes Ordens de
insetos praga, de acordo com a presenga dos genes cry, nas cepas bacterianas.
Além dessas proteinas, o entomopatdégeno produz outros tipos de toxinas, como
exotoxinas, proteinas Vip, endotoxinas, entre outras (PINTO et al., 2009).

A eficiéncia do milho Bt foi avaliada por Williams et al. (1997) para Diatraea
grandiosella (Dyar, 1911) (Lepidoptera: Crambidae) e S. frugiperda em alguns
milhos transgénicos que ocasionaram alta mortalidade das pragas. E mesmo em

alguns dos materiais onde as lagartas de D. saccharalis foram sobreviventes, estas
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apresentaram peso de lagarta inferior em relagao aquelas que se alimentaram em
dieta a base de milho convencional.

Em pesquisa de Castro, Leonard e Riley (2004), a broca do colmo foi
suscetivel ao evento MON810 apenas em um dos hibridos Bt avaliados, sendo a
mortalidade das larvas da broca depois de 96 h de ser submetidas ao consumo de
folhnas com o evento CBH351 (Cry 9C) significativamente menor que em larvas que
consumiram folhas com o evento MON810. Os autores ainda observaram que a
resisténcia das plantas a broca do milho (D. grandiosella) e da broca do colmo (D.
saccharalis) aumentou a medida que as plantas amadureciam, ndo importando se
eram portadoras ou n&o dos genes Bt.

Huang, Leonard e Andow (2007) relataram o primeiro caso de alelos de
resisténcia de lagartas de D. saccharalis ao milho Bt em lepiddpteros pragas alvo,
sugerindo mecanismos para a determinacéo da resisténcia genética e estimativa da
freqiéncia de um alelo de resisténcia provavel em uma populagao nativa em area da
Louisiana (EUA) para D. saccharalis. Resultados obtidos por Wu et al. (2009)
também sugerem que D. saccharalis tem relativamente potencial mais elevado para
desenvolver resisténcia ao milho Bt que O. nubilalis ou D. grandiosella.

Outro aspecto relevante e que foi colocado por Waquil et al. (2002) consiste
no fato de que ha diferengas entre os eventos Bt incorporados ao milho quanto a
resisténcia por exemplo da lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) expressa a toxina Cry 1F como altamente resistente, Cry
1ADb resistente, o Cry 1Ac moderamente resistente e Cry 9C como suscetivel. Ainda
0s mesmos autores relacionaram que as toxinas Cry 1F e Cry 1Ab reduzem tanto a
sobrevivéncia como o desenvolvimento das larvas, sendo que os hibridos
expressando Cry 1F mostram-se praticamente imune ao ataque dessa praga. Em
pesquisas com D. saccharalis, Huang, Leonard e Gable (2006) verificaram menor
suscetibilidade da praga a proteina Cry 1Ab e, Tan et al. (2011) reportaram que a
proteina Bt Cry 1Ba foi significativamente mais téxica a praga. Ainda os autores
constataram que a proteina Cry1F foi significativamente mais toxica para as brocas:
O. nubilalis e Ostrinia furnacalis (Guenée, 1854) (Lepidoptera: Crambidae) e, D.
saccharalis mostrou-se tolerante, diferentemente dos resultados de Souza (2013)

que indicou a praga como altamente suscetivel a proteina Cry 1F.
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CAPITULO 2 - Nao preferéncia alimentar de Diatraea saccharalis em milho

convencional e transgénico

NAO PREFERENCIA ALIMENTAR DE Diatraea saccharalis EM MILHO
CONVENCIONAL E TRANSGENICO!

RESUMO - Diatraea saccharalis ocasiona prejuizos em diversas gramineas como cana-de-
acucar, milho, milheto, sorgo e arroz. Nesta perspectiva, objetivou-se verificar a nao
preferéncia para alimentag@o de D. saccharalis por cultivares convencionais e transgénicas de
milho. O experimento foi conduzido no Laboratério de Resisténcia de Plantas da
UNESP/Jaboticabal. Para a pesquisa utilizaram-se as convencionais (AG 7088; BX 1293; AG
5055; TAC 8390; TRUCK; SHS 7780; DKB 370; 2B 587) e transgénicas (SX 8330 TL TG;
DAS 2B707 HX; P3646 HX; BG 7049 YG; DKB 789 YG; FEROZ TL; DKB 390 VTPRO).
Os testes de ndo preferéncia para alimentacdo, com e sem chance de escolha, foram
conduzidos em plantas com 40 dias de idade e utilizaram-se dois estagios da praga: larvas
recém-eclodidas e larvas com 15 dias de idade. As variaveis analisadas foram: atratividade
para colmos em tempos de 1', 3', 5' ,10',15',30', 60°, 120, 360°, 1440’ ¢ 2880’; massa seca
consumida; atratividade em 72h para sec¢des foliares e porcentagem de dano. Lagartas com 15
dias de idade consomem igualmente as cultivares de milho convencional, em testes com e sem
chance de escolha. As lagartas recém-eclodidas proporcionam menor porcentagem de dano
na cultivar convencional 2B 587 em teste sem chance de escolha e nas cultivares transgénicas

DAS 2B707 HX, DKB 789 YG e DKB 390 VTPRO.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis. Broca do colmo. Resisténcia de Plantas. Zea mays

* Autor para correspondéncia.
T RECEDIAO €M vovoeeeee e, 5ACEIE0 €M .o

2



26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

45
46

47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

22

FEEDING NON PREFERENCE OF Diatraea saccharalis IN TRANSGENIC AND
CONVENTIONAL MAIZE

ABSTRACT - Diatraea saccharalis causes damage in several grasses such as sugar cane,
corn, millet, sorghum and rice. In this perspective, aimed to determine the feeding non
preference of sugarcane borer to conventional and transgenic maize cultivars. The experiment
was conducted at the Laboratory of Plant Resistance UNESP/Jaboticabal. Were used
conventional (AG 7088; BX 1293; AG 5055; TAC 8390; TRUCK; SHS 7780; DKB 370; 2B
587) and transgenic (SX 8330 TL TG; DAS 2B707 HX; P3646 HX; BG 7049 YG; DKB 789
YG; FEROZ TL; DKB 390 VTPRO). The tests of feeding non preference with multiple and
non-choice in both conventional and transgenic materials were conducted on plants 40 days
old and used two stages of the pest: newly hatched larvae and larvae 15 days old. The
variables analyzed were: attractiveness as function of the time: 1', 3', 5', 10', 15', 30', 60", 120/,
360", 1440" and 2880' and dry matter consumed, attractiveness for 72h in leaf sections and
percentage of damage caused by caterpillars. Larvae with 15 days old of D. saccharalis
consumed conventional maize cultivars in tests with multiple and non-choice. The newly-
hatched larvae provided less percentage damage in conventional cultivar 2B 587 in non-
choice test, besides on transgenic maize cultivars: DAS 2B707 HX, DKB 789 YG e DKB 390
VTPRO provided the lowest percentage damage

Keywords: Bacillus thuringiensis. Sugarcane borer. Plant resistance. Zea mays

2.1 INTRODUCAO

No Brasil o cultivo do milho apresentou, na safra 2012/13 produgao total de 81.505,7
mil toneladas, tendo nos estados do Mato Grosso e Parand, seus principais produtores. Apesar
da competicdo por area cultivada com a soja, estimativas para safra 2013/14 continuam a
destacar o grao com producdo de 75.191,1 mil toneladas (CONAB, COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2014). Contudo, a cultura pode sofrer com varios
problemas fitossanitarios desde a implantagdo até a colheita dos graos. Dentre estes,
destacam-se os lepidopteros como a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (Smith,

1797) (Lepidoptera: Noctuidae), a lagarta-da-espiga, Helicoverpa zea (Boddie, 1850)
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(Lepidoptera: Noctuidae) e a broca do colmo da cana-de-agucar, Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae).

A broca do colmo ¢ responsavel por prejuizos nas culturas da cana-de-actcar, milho,
milheto, sorgo e arroz (WAQUIL et al., 2003). Ao atacarem o interior do colmo da planta, as
larvas ocasionam danos que podem acarretar perdas entre 10 ¢ 50% nos rendimentos do milho
(CRUZ, 2007). O avango desta praga nos campos agricolas deve-se, principalmente, ao
aumento das areas plantadas com cana-de-agucar, ao cultivo sucessivo em grandes areas com
plantas hospedeiras, ao uso de novos sistemas de produgdo e até o possivel surgimento de
gendtipos de D. saccharalis mais adaptados ao milho (GEREMIAS, 2008).

Nesta perspectiva, foi liberada no Brasil a comercializagdo de hibridos de milho Bt,
integrando em seu genoma o gene CrylAb, proveniente de Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki, que codifica a proteina com efeito toxico sobre insetos da ordem Lepidoptera
(MICHELLOTO et al., 2011). Uma vez que a broca da cana ¢ um dos principais alvos do
milho transgénico expressando proteinas (Bt), tanto na América do Sul como na regido
centro-sul dos Estados Unidos (HUANG et al., 2012), isto representou importante
mecanismo para controle dessa praga. Considerando seu habito alimentar no interior dos
colmos, as medidas convencionais de controle, através de inseticidas quimicos direcionados
para a larva, ap0s seu estabelecimento nas plantas sao pouco eficientes (CRUZ, 2007).

A utilizacdo de genotipos resistentes ao ataque de pragas e doencas apresenta vantagens,
pois geralmente ¢ compativel com a aplicagdo de outras estratégias de manejo, como o
biologico, o quimico, o cultural, dentre outros (BOICA JUNIOR et al., 1997). Contudo,
pesquisas que contribuam com informagdes quanto ao comportamento de D. saccharalis em
cultivares resistentes e nas condi¢cdes brasileiras sdo importantes para avaliar a eficiéncia
deste método de controle. Martins (1983) investigou fontes de resisténcia em algumas
cultivares de arroz a broca do colmo e, as associou com caracteristicas bioquimicas e
biofisicas das plantas e obteve fontes de resisténcia na categoria antibiose. Ferreira et al.
(2004) e Nascimento et al. (2010) também pesquisaram o desempenho de cultivares de arroz
sob o ataque de D. saccharalis, selecionando materiais resistentes a esse lepidoptero.
Dinardo-Miranda et al. (2012) avaliaram a nao preferéncia de oviposi¢do de D. saccharalis e
o efeito de dez cultivares de cana-de-agucar no desenvolvimento larval. Dentro deste enfoque,
objetivou-se avaliar o comportamento de cultivares de milho convencional ou transgénico

quanto a preferéncia alimentar de D. saccharalis .
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2.2 MATERIAL E METODOS

Para estudo da ndo preferéncia para alimentagdo de D. saccharalis em milho, foi
desenvolvida esta pesquisa em casa de vegetacdao e no Laboratério de Resisténcia de Plantas a
Insetos do Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) - UNESP - Campus de Jaboticabal, no periodo de agosto a novembro de 2012. Os
insetos e as posturas de D. saccharalis foram adquiridos junto ao laboratorio de controle
biologico da Usina Sdo Martinho, localizada no municipio de Praddpolis/SP, e quando
necessario, a broca foi criada em dieta artificial conforme metodologia de Hensley e
Hammomd (1968) modificada por Araujo et al. (1985).

Os experimentos foram realizados utilizando lagartas de D. saccharalis com 15 dias de
idade e lagartas recém-eclodidas. Desta maneira, organizaram-se os ensaios em dois grupos:
1° grupo (material convencional) formado por oito cultivares e o 2° grupo (material
transgénico) constituido por sete cultivares que detinham diferentes eventos de transgenia

conforme apresentado na Tabela 1, totalizando 15 cultivares.

Tabela 1. Cultivares convencionais e transgénicas de milho utilizadas em testes de ndo

preferéncia para alimentagdo de Diatraea saccharalis, Jaboticabal/SP. 2012.

Cultivares Convencionais (Experimento 1)

*T1= AG 7088 T2=BX 1293 T3= AG 5055 T4=TAC 8390 T5=TRUCK
T6= SHS 7780 T7=DKB 370 T8=2B 587

Cultivares Transgénicas (Experimento 2)

Evento Genes Praga-Alvo
*T1=SX 8330 TL TG Btl1 crylAb Broca-da-cana
T2=DAS 2B707 HX TC 1507 crylF Broca-da-cana; lagarta-do-cartucho
T3=P3646 HX TC 1507 crylF Broca-da-cana; lagarta-do-cartucho
T4=BG 7049 YG Mon810 crylAb Broca-da-cana
T5=DKB 789 YG Mon810 crylAb Broca da cana
T6=FEROZ TL Btl1 crylAb Broca da cana

T7=DKB 390 VTPRO Mon89034 cry2Ab2; crylA. 105 Broca-da-cana; lagarta-do-cartucho;
lagarta-da-espiga

* T = Tratamentos
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O delineamento experimental adotado foi de blocos casualizados com oito tratamentos e
dez repeti¢des para o experimento 1 (convencional) e sete tratamentos e dez repetigdes para o
experimento 2 (transgénico), ambos realizados simultaneamente. O milho foi cultivado em
vasos com capacidade de 3 litros contendo terra e esterco na proporg¢ao 3: 1 e, 40 dias apds o
plantio iniciou-se os testes em laboratorio, sob temperatura média de 25 £ 1°C, umidade
relativa de 60 + 10% e fotoperiodo de 12h, para avaliar a ndo preferéncia para alimentacdo da
broca. Para tanto, determinaram-se duas situagoes:

Teste com chance de escolha. Nestes ensaios, pedacos de colmos medindo
aproximadamente 5 cm (teste com lagartas de 15 dias) foram submetidos aos cortes para
adequacio em peso com suas referidas aliquotas e se¢des foliares correspondendo 4 3cm? de
area (teste em lagartas recém-eclodidas). Para ambas idades das lagartas, os materiais foram
dispostos equidistantes ao centro de recipientes circulares de vidro, tendo dimensdes
diferenciadas para lagartas de 15 dias (25,5 cm de didmetro e 6 cm de altura, fechados por
placa quadrada de vidro com 29,5 cm) e lagartas recém-eclodidas (placa de Petri com 15 cm
de didmetro x 2,5 cm de altura). No interior de cada recipiente foi depositado um circulo de
papel filtro umedecido para garantir a umidade dos materiais vegetais durante a realizagao do
ensaio. A quantidade de lagartas liberadas obedeceu ao critério de uma lagarta por colmo de
cultivar (SOUZA, 2011) com 10 repeticdes, para lagartas com 15 dias de idade, totalizando 80
lagartas (experimento 1) e 70 lagartas (experimento 2). Para as se¢des foliares adotou-se a
quantidade de 3 lagartas por cultivar com 10 repeti¢des, ou seja, 240 lagartas (experimento 1)
e 210 lagartas (experimento 2). Paralelamente, para avaliar a massa seca consumida por
lagartas de 15 dias foi produzida uma aliquota correspondente a cada pedago de colmo das
cultivares, que permaneceu nas mesmas condi¢des de laboratorio dos testes

Teste sem chance de escolha. Este teste obedeceu as mesmas medidas do experimento
anterior quanto ao tamanho de colmos, folhas e formacdo das aliquotas. Entretanto, as
amostras foram individualizadas em placas de Petri de 9 cm de didmetro x 1,5 cm de altura e
aplicou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado com os mesmos tratamentos
e repetigdes dos grupos acima relacionados.

Avaliacdo e analise dos dados. Os parametros avaliados, em ambos os testes, com
lagartas de 15 dias foram: atratividade para os colmos em tempos de 1', 3", 5', 10', 15', 30', 60',
120, 360", 1440' e 2880' apds a liberacdo das lagartas e massa seca consumida, obtida pela

diferenca entre a massa seca do colmo da aliquota e massa seca do colmo ofertado. Para as
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lagartas recém-eclodidas foi avaliada a atratividade total, ou seja, apos 72h de liberacdo da
praga e, a porcentagem de injuria de dano, obtida a partir da média atribuida das notas de dois
avaliadores. Os dados obtidos nos testes de ndo preferéncia para alimentacdo foram
submetidos ao teste de normalidade e quando nao atenderam a curva de normalidade, foram
transformados em log (x + 5). Em seguida, realizou-se andlise de varidncia e teste de
compara¢do de médias pelo Teste de Tukey, ambos realizados pelo programa ASSISTAT
versdo 7.6 beta (SILVA, 2014).

Os dados relativos a presenga dos individuos (lagartas) em cada tratamento, nas
condi¢des com e sem chance de escolha, foram submetidos a regressao logistica, ajustando os
dados a distribuicdo binomial, através do procedimento GENMOD (SAS INSTITUTE,
2006). A propor¢do de insetos em cada tratamento (cultivares) prevista pelo modelo foi

calculada através da formula:
Pi=1/(1+ exp(—(by+ brus + brozs + b,x,)))

onde, Pi= propor¢ao de insetos prevista, exp= fung¢do exponencial, by, b;, b, € bn= sdo os

coeficientes de regressao, x= tempo (minutos).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados alcangados nos testes com chance de escolha em milho convencional nao
possibilitaram destacar cultivares como suscetiveis ou resistentes, pois ndo houve diferenga
significativa entre as oito cultivares tanto nos parametros de atratividade de lagartas com 15
dias de idade nos intervalos de tempo, assim como na massa seca de colmo consumida
(Tabela 2). Todavia, utilizando a analise de regressdo no mesmo teste foi possivel verificar
uma diferenciacdo no comportamento das cultivares (Figura 1). As cultivares AG 5055 e
Truck foram atraentes e excitantes nos primeiros tempos de avaliagdo, pois os insetos foram
direcionados aos colmos e iniciaram a alimentagdo logo nos 360 minutos, entretanto
apresentaram carater deterrente, uma vez que houve um decréscimo na propor¢do de lagartas
por cultivar nas avaliagdes a partir de 1440 minutos, indicando que as lagartas apresentaram
estimulos negativos que as impediram de continuar a alimentagdo. Pode-se assim inferir que
nessas cultivares haveria alguma propriedade particular a ser explorada como fonte de

resisténcia.



173 Tabela 2. Numero médio de lagartas de Diatraea saccharalis de 15 dias de idade atraidas por colmos de cultivares de milho convencional, em

174  intervalos de tempo apds sua liberagdo e massa seca de colmo consumida, em teste com chance de escolha. Jaboticabal/SP, 2012.

Cultivares Tempo (minutos) apos a liberagio das lagartas' Massa Seca
Convencionais Consumida
r 3 5' 10 15 30’ 60' 120’ 360’ 1440’ 2880’ (mg)'
AG 7088 0,00 a 0,20 a 0,20 a 0,30 a 0,30 a 0,40 a 0,50 a 0,40 a 0,30 a 0,60 a 0,30 a 16,27 a
BX 1293 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,10 a 0,10 a 0,20 a 0,10 a 0,20 a 0,20 a 0,20 a 0,40 a 10,39 a
AG 5055 0,10 a 0,20 a 0,20 a 0,30 a 0,30 a 0,80 a 1,00 a 1,30 a 1,60 a 1,30 a 0,90 a 23,51 a
TIAC 8390 0,00 a 0,10 a 0,20 a 0,20 a 0,20 a 0,40 a 0,40 a 0,40 a 0,60 a 0,80 a 1,30 a 13,37 a
TRUCK 0,20 a 0,20 a 0,30 a 0,30 a 0,50 a 0,50 a 0,70 a 0,50 a 0,70 a 1,10 a 0,70 a 8,76 a
SHS 7780 0,10 a 0,20 a 0,10 a 0,30 a 0,30 a 0,20 a 0,10 a 0,00 a 0,20 a 0,30 a 0,90 a 8,09 a
DKB 370 0,00 a 0,00 a 0,10 a 0,20 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,20 a 0,50 a 0,60 a 14,95 a
2B 587 0,00 a 0,20 a 0,10 a 0,40 a 0,40 a 0,30 a 0,20 a 0,30 a 0,20 a 0,90 a 1,20 a 12,79 a
F (Tratamento) 1,26 ™ 0,70™ 050™ 035™ 094™ 009%™ 1,60™ 1,62™ 137™ 09" 062" 1,42™
CV% 2,40 3,86 4,42 5,34 5,43 7,19 7,99 8,70 10,26 10,37 11,73 0,16
175 "Para andlise os dados foram transformados em log (x + 5). Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
176  probabilidade.
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Figura 1. Regressao polinomial da preferéncia larval de D. saccharalis por cultivar de milho
convencional, em teste com chance de escolha.
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No teste com chance de escolha de cultivares transgénicas, também nao houve diferenca
estatistica quanto ao nimero de lagartas de 15 dias de idade atraidas e consumo de massa
seca, conforme demonstrado na Tabela 3. Entretanto, em andlise de regressao (Figura 2) foi
possivel observar que nos tempos iniciais das avaliacdes houve atragcdo pelas cultivares BG
7049 YG, P3646 HX, DAS 2B707 HX e SX 8330 TL TG. No entanto, apds iniciarem a
alimentacdo, as larvas cessaram a atividade alimentar logo apds a mordida de prova nos
colmos das cultivares DKB 789 YG, FEROZ TL e DKB 390 VTPRO. As larvas apresentaram
nas cultivares BG 7049 YG, P 3646 e DAS 2B707 HX picos de atratividade apenas quando
atingiram 2880 minutos de exposi¢do, provavelmente devido ao vazio alimentar em que
foram expostas. Segundo Castro et al. (2004), a sobrevivéncia da broca do colmo alimentada
com tecido foliar de milho pode ser afetada pelo hibrido utilizado e tempo de avaliagdo, além
da interacdo desses dois fatores. Em sua pesquisa, a sobrevivéncia da broca diminuiu
significativamente para 16% depois de 96 h de exposi¢do ao alimento Pionner 31B13.

Diferentemente do que ocorreu nas cultivares DKB 789 YG, Feroz TL ¢ DKB 390
VTPRO que se comportaram como excitantes a partir do tempo de 360 minutos e, no tempo
de 1440 minutos apresentaram um decréscimo na atividade alimentar (deterréncia), indicando
interferéncia de estimulos contrarios a alimentacdo larval. Dutton et al. (2005) fizeram
observa¢des quanto ao comportamento larval de Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833)
(Lepidoptera: Noctuidae), onde as larvas apos se alimentarem de plantas transgénicas ou
pulverizadas com Bt, apresentaram uma tendéncia a afastar-se da planta e fugir das gaiolas.
Na condi¢do com chance de escolha, os coeficientes da regressao logistica foram negativos
para as cultivares convencionais AG 5055 (-0,00001) e Truck (-0,00001) e para as
transgénicas DKB 789 YG (-0,00001), Feroz TL (-0,00001) e DKB 390 VTPRO (-0,00001)
Estes dados podem ser confirmados nas Figuras 1 e 2, onde € possivel verificar que a
proporcao de lagartas por cultivar diminuiu apés 1440 minutos da liberagdo das larvas de D.
saccharalis. Conforme Vendramim e Guzzo (2009), a resisténcia ¢ resultante da interagdo
entre inseto e planta, e as respostas dos insetos variam de acordo com os estimulos positivos

ou negativos produzidos pela planta.
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Tabela 3. Numero médio de lagartas de Diatraea saccharalis de 15 dias de idade, atraidas por colmos de cultivares de milho transgénico em
intervalos de tempo ap6s sua liberagdo e massa seca de colmo consumida, em teste com chance de escolha. Jaboticabal/SP, 2012.

Tempo (minutos) apés a liberaciio das lagartas’

Cultivares Massa Seca
Transgénicas Consumida
1 3 5 10’ 15' 30' 60’ 120’ 360' 1440’ 2880' (mg)'
SX 8330 TL TG 0,00 a 0,00 a 0,10 a 0,00 a 0,10 a 0,10 a 0,00 a 0,00 a 0,20a 0,20 a 0,20 a 3,68a
DAS 2B 707 HX 0,10 a 0,10 a 0,10 a 0,10 a 0,40 a 0,50 a 0,40 a 0,60 a 0,40 a 0,60 a 0,70 a 4,26 a
P3646 HX 0,20 a 0,30 a 0,10 a 0,30 a 0,50 a 0,30 a 0,20 a 0,30 a 0,50 a 0,40 a 0,90 a 6,15a
BG 7049 YG 0,00 a 0,10 a 0,00 a 0,00 a 0,30 a 0,40 a 0,30 a 0,40 a 0,60 a 0,20 a 0,50 a 5,67 a
DKB 789 YG 0,00 a 0,00 a 0,10 a 0,10 a 0,10 a 0,00 a 0,10 a 0,00 a 0,10 a 0,50 a 0,40 a 349a
FEROZ TL 0,00 a 0,00 a 0,20 a 0,10 a 0,20 a 0,20 a 0,30 a 0,30 a 0,30 a 0,20 a 0,20 a 5,97 a
DKB 390
VTPRO 0,10 a 0,10 a 0,10 a 0,20 a 0,20 a 0,30 a 0,20 a 0,30 a 0,30 a 0,50 a 0,30 a 4,63 a
F (Tratamento) 0,68 " 1,13™ 0,36 ™ 1,30 ™ 0,63 ™ 0,78™  081"™ 1,06 0,61™ 048™ 1,11™ 0,36 ™
CV% 3,18 3,39 3,39 3,31 5,98 6,22 5,06 6,59 6,93 7,44 7,66 0,07

T - Ay - . . ; :
Para analise os dados foram transformados em log (x + 5). Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5%

de probabilidade.
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Figura 2. Regressdo polinomial da preferéncia larval de D. saccharalis por cultivar de milho
transgénico em teste com chance de escolha.
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No teste sem chance de escolha para lagartas de 15 dias de idade para hibridos
convencionais (Tabela 4) foi observada diferenga significativa entre as cultivares BX 1293 e
2B 587 no parametro atratividade aos 2880 minutos, indicando-os como menos € mais
atrativos, respectivamente. Em andlise de regressao (Figura 3), as cultivares AG 5055 ¢ AG
7088 mostraram crescente atratividade a partir da avaliacdo em 360 minutos; distintamente do
comportamento observado nos materiais Truck, SHS 7780 e IAC 8390 que alcangaram
ascendentes de atratividade a partir da avaliagdo de 1440 minutos, ou seja, apos 24 horas de
exposicao ao alimento. Segundo Isman (2006), os insetos possuem uma plasticidade
comportamental se habituando rapidamente a deterrentes de alimentagdo, tornando-os
ineficazes numa questdo de horas. Embora, Silveira et al. (1998) tenham relacionado que
tanto a antibiose quanto a ndo preferéncia sdo mecanismos de resisténcia encontrados em
germoplasmas de milho.

Essa maior ou menor aceitagdao desses materiais pode indicar aspectos da suscetibilidade
e/ou resisténcia desses materiais. Dai a importancia dos testes sem chance de escolha, porque
muita das vezes um material menos preferido em condigdes de livre escolha torna-se
suscetivel e apresenta danos elevados quando o inseto nao tem outro alimento alternativo,
como ocorreu com a cultivar Truck que se mostrou deterrente no teste com chance (Figura 1)
e atrativo no teste sem chance (Figura 3), permitindo sugerir que ndo houve estabilidade da
possivel caracteristica de resisténcia na cultivar.

Durante os testes sem chance de escolha com as cultivares transgénicas e lagartas de 15
dias de idade verificou-se diferengas significativas apenas para o parametro de massa seca
consumida, onde a cultivar Feroz TL em relacdo aos demais, apresentou-se como mais
consumida pelas lagartas e com tendéncia para maior niimero de insetos atraidos desde os
primeiros tempos de avaliagao conforme demonstrado na Tabela 5.

Os coeficientes de regressao logistica, na condigdo sem chance de escolha, foram
positivos para as cultivares convencionais: IAC 8390 (0,00001), Truck (0,00001), SHS 7780
(0,00001) e 2B 587 (0,00001) e, negativo na cultivar BX 1293 (-0,0001). Tais resultados
podem ser confirmados nas Figuras 3 e 4, pois obteve-se um aumento na proporcdo de
lagartas por cultivar nos materiais IAC 8390, Truck, SHS 7780 e 2B 587, ap6s 1440 minutos
e, diminui¢do na propor¢ao para o material BX 1293, no mesmo periodo de avaliacao. No

entanto, para os transgénicos testados apenas o BG 7049 YG apresentou coeficiente positivo
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(0,00001), também com aumento na propor¢do de lagartas por cultivar a partir do tempo de
1440 minutos.

Quando o comportamento de D. saccharalis foi avaliado, nas segdes foliares e com
larvas recém-eclodidas, obteve-se resultado similar aos testes com lagartas de 15 dias de
idade. No teste com chance de escolha em milho convencional ndo houve diferenca
significativa nos parametros, atratividade apds 72 horas e porcentagem de injuria de dano
(Tabela 7). No entanto, quando aplicou-se o teste sem chance de escolha para os mesmos
materiais, estes exerceram comportamento distinto quanto a porcentagem de injuria de dano,
tendo as cultivares Truck (46%) e DKB 370 (39,50%) apresentado maior porcentagem média
de injuria e, as cultivares AG 7088 (21%) e 2B 587 (19,50%), as menores médias. Deve-se
ressaltar que as larvas mais velhas sdo menos seletivas, apresentando um consumo
indiscriminado das partes vegetais comparando-as com larvas mais jovens que sao mais
seletivas (PARRA et al., 2009).

Para os mesmos testes aplicados nos materiais transgénicos foi verificado que no teste
com chance de escolha, as larvas recém-eclodidas apresentaram maior atratividade pela
cultivar DKB 390 VTPRO (2,50%) e menor atratividade pela cultivar DAS 2B707 HX
(0,60%), apesar da maior porcentagem de injuria de dano ter sido atribuida para a cultivar
Feroz TL (Tabela 7.) No teste sem chance, ndo houve diferenca significativa no aspecto
atratividade, mas em relacdo ao dano provocado pela broca, as cultivares DAS 2B707 HX
(0,42%), DKB 789 YG (0,46%) e DKB 390 VTPRO (0,29%) apresentaram as menores
porcentagens de dano e a cultivar Feroz TL manteve a maior porcentagem média (3,39%). De
acordo com Williams et al. (2006), avaliando a resisténcia de trés brocas do milho: Diatraea
grandiosella (Dyar, 1911) (Lepidoptera: Crambidae), S. frugiperda e H. zea, o crescimento
larval reduzido e classificagoes mais baixas de danos também foram observados nos hibridos

de milho resistentes desenvolvidos através de melhoramento convencional.
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Tabela 4. Numero médio de lagartas de Diatraea saccharalis de 15 dias de idade, atraidas por colmos de cultivares de milho convencional em
intervalos de tempo ap6s sua liberagdo e massa seca de colmo consumida, em teste sem chance de escolha. Jaboticabal/SP, 2012.

Tempo (minutos) apés a liberagio das lagartas'

Massa Seca
Cultivares Consumida
Convencionais 1 3 5' 10' 15' 30 60 120 360 1440 2880' (mg)’
AG 7088 030a  030a 0110a 020a 0,10a 0,10a 020a 030a 0,10a 030a 0,60ab 10,56 a
BX 1293 030a  030a 020a 020a 0,10a 020a 0,10a 0,10a 0,10a 030a 020 b 732 a
AG 5055 000a  000a 000a 0,00a 020a 020a 010a 0,00a 0,10a 020a 0,60ab 8,85 a
IAC 8390 040a  040a 040a 040a 030a 020a 030a 030a 030a 030a 070ab 12,87 a
TRUCK 0,10a  0,10a 020a 040a 020a 040a 010a 020a 0,10a 020a 080ab 7,20 a
SHS 7780 020a  020a 030a 030a 030a 030a 030a 030a 020a 020a 0,50ab 11,14 a
DKB 370 0,10a  0,10a 0,10a 020a 020a 030a 020a 0,10a 0,10a 030a 0,60ab 8,80 a
2B 587 030a  030a 020a 020a 030a 020a 000a 0110a 0,10a 030a 1,00 a 12,77 a
F (Tratamento) L,09™  1,00™  1,00™ 091™ 038" 043™ 080™ 092™ 0438" 012" 257* 1,79 ™
CV% 4,53 4,53 4,36 4,74 4,68 4,85 4,17 4,26 3,97 5,07 4,83 0,07

1 - 1 . . L . .
Para analise os dados foram transformados em log (x +5). Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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291  Figura 3. Regressao polinomial da preferéncia larval de D. saccharalis por cultivar de milho
292  convencional, em teste sem chance de escolha.
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Tabela 5. Numero médio de lagartas de Diatraea saccharalis de 15 dias de idade, atraidas por colmos de cultivares de milho transgénico em
intervalos de tempo ap6s sua liberagdo e massa seca consumida, em teste sem chance de escolha. Jaboticabal/SP, 2012.

Tempo (minutos) apds a liberaciao das lagartasl

Cultivares Massa Seca
Transgénicas Consumida
1 3 5' 10’ 15’ 30' 60’ 120’ 360' 1440’ 2880’ (mg)l
SX 8330 TL TG 0,30 a 0,30 a 0,40 a 0,40 a 0,50 a 0,50 a 0,50 a 0,40 a 0,40 a 0,50 a 0,60 a 344 b
DAS 2B 707 HX 0,30 a 0,30 a 0,30 a 0,10 a 0,40 a 0,30 a 0,20 a 0,20 a 0,10a 0,40 a 0,30 a 595 b
P3646 HX 0,30 a 0,30 a 0,20 a 0,40 a 0,20 a 0,20 a 0,50 a 0,30 a 0,40 a 0,40 a 0,60 a 5,67 b
BG 7049 YG 0,60 a 0,60 a 0,30 a 0,20 a 0,40 a 0,40 a 0,20 a 0,20 a 0,20 a 0,30 a 0,60 a 2,44 b
DKB 789 YG 0,30 a 0,30 a 0,10 a 0,20 a 0,20 a 0,20 a 0,10a 0,20 a 0,40 a 0,60 a 0,70 a 4,68 b
FEROZ TL 0,50 a 0,50 a 0,50 a 0,50 a 0,40 a 0,50 a 0,50 a 0,50 a 0,50 a 0,50 a 0,60 a 15,82 a
DKB 390 VTPRO 0,40 a 0,40 a 0,30 a 0,20 a 0,30 a 0,30 a 0,30 a 0,20 a 0,20 a 0,40 a 0,60 a 332 b
F (Tratamento) 0,59 ™ 0,59 ™ 0,76 ™ 1,03 ™ 0,54™  0,68™ 1,33 0,69™ 097" 035" 0,61™ 4,91 **
CV% 5,42 5,42 5,11 4,98 5,32 5,29 5,09 5,06 5,12 5,55 5,4 0,08

" Para anilise os dados foram transformados em log (x +5). Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura 4. Regressao polinomial da preferéncia larval de D. saccharalis por cultivar de milho
transgénico, em teste sem chance de escolha.



303 Tabela 6. Numero médio de lagartas de Diatraea saccharalis recém-eclodidas atraidas por folhas de cultivares de milho convencional e
304  transgénico e porcentagem de dano em testes com e sem chance de escolha. Jaboticabal/SP. 2012.

Teste com chance de escolha’ Teste sem chance de escolha’
Cultivares Convencionais N° larvas atraidas Porcentagem de dano N° larvas atraidas Porcentagem de
72 horas (%) 72 horas dano (%)
AG 7088 1,10 a 4,20 a 2,40 a 21,00 b
BX 1293 2,10 a 20,70 a 2,70 a 33,00 ab
AG 5055 2,20 a 13,10 a 2,80 a 26,50 ab
IAC 8390 3,60 a 33,60 a 2,20 a 28,50 ab
TRUCK 3,00 a 18,90 a 2,90 a 46,00 a
SHS 7780 3,00 a 24,02 a 2,90 a 29,70 ab
DKB 370 2,80 a 20,50 a 2,80 a 39,50 a
2B 587 430a 23,20 a 2,90 a 19,50 b
F (Tratamento) 1,44 ™ 1,79 ™ 2,46 ™ 3,57 **
CV% 15,55 28,70 3,60 12,04
Cultivares Transgénicas
SX 8330 TL TG 1,00 ab 0,07 b 2,10 a 0,95 ab
DAS 2B 707 HX 0,60 b 0,10 b 2,00 a 0,42 b
P3646 HX 1,60 ab 0,28 b 2,00 a 0,87 ab
BG 7049 YG 1,80 ab 0,25 b 2,10 a 1,93 ab
DKB 789 YG 2,00 ab 0,61 b 1,80 a 0,46 b
FEROZ TL 1,60 ab 4,73 a 2,00 a 3,39a
DKB 390 VTPRO 2,50 a 0,56 b 1,30 a 0,29 b
F (Tratamento) 1,97 ™ 8,47 ** 0,96 ™ 3,11 **
CV% 11,15 11,83 7,58 13,13
305 " Para anilise os dados foram transformados em log (x +5). Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de

306  probabilidade.

38



307
308
309
310
311
312
313
314
315
316

317

318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337

39

2.4 CONCLUSOES

- Lagartas de 15 dias de idade de D. saccharalis consomem de maneira similar as cultivares
de milho convencional, em testes com e sem chance de escolha;

- As lagartas recém-eclodidas proporcionam menor porcentagem de dano na cultivar
convencional 2B 587 em teste sem chance de escolha;

- A cultivar transgénica Feroz ¢ suscetivel,;

- Lagartas recém-eclodidas proporcionam menores porcentagens de dano nas cultivares

transgénicas: DAS 2B707 HX, DKB 789 YG e DKB 390 VTPRO.
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CAPITULO 3 — Nao preferéncia para alimentacdo de Diatraea saccharalis em
milho convencional e transgénico e efeitos da idade das

plantas

Resumo — A broca do colmo, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794), é um
lepidoptero que ocasiona prejuizos em diversas gramineas como cana-de-agucar,
milho, milheto, sorgo e arroz, contudo tem-se informagdes escassas relacionadas ao
comportamento dessa praga na cultura do milho. Assim, objetivou-se verificar a nao
preferéncia para alimentacdo de D. saccharalis comparando cultivares
convencionais e transgénicas de milho e a agcdo da proteina do milho Bt em
diferentes idades da planta na escolha do hospedeiro. O experimento foi conduzido
no Laboratério de Resisténcia de Plantas da UNESP/FCAV/Jaboticabal. As
cultivares convencionais foram AG 7088, AG 5055, IAC 8390, TRUCK, SHS 7780 e
2B 587 e as transgénicas DAS 2B707 HX, DKB 789 YG, FEROZ TL e DKB 390
VTPRO. O milho foi semeado em vasos e mantido em casa de vegetagédo por 40
dias para os testes e em trés grupos de idades (45; 55 e 70 dias) para uso restrito
com as cultivares transgénicas. Apos esse periodo realizou-se testes de néo
preferéncia para alimentagdo com e sem chance de escolha comparando-se
materiais convencionais quanto transgénicos. Em todos os testes utilizaram-se dois
estagios de desenvolvimento da praga: larvas recém-eclodidas e larvas com 15 dias
de idade, com excecdo ao experimento com diferentes idades de milho transgénico
que foi constituido apenas por larvas de 15 dias. As variaveis analisadas foram:
atratividade para colmos em tempos de 1', 3', 5', 10', 15', 30', 60’, 120’, 360’ e 1440’,
massa seca consumida, atratividade em 72h para seg¢des foliares e porcentagem de
dano. A cultivar SHS 7780 é suscetivel e as cultivares DKB 390 VTPRO, DKB 789
YG e DAS 2B 707 apresentam resisténcia na categoria ndo preferéncia para
alimentagdo a D. saccharalis. Em geral, as cultivares transgénicas DKB 390
VTPRO, DKB 789 YG e DAS 2B 707 sao menos atrativas e consumidas em idade
de 45 dias e mais consumidas aos 70 dias.

Palavras-chave — Broca do colmo, Zea mays, Antixenose, Tecnologia Bt,
Resisténcia de plantas
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CHAPTER 3 - Non feeding preference of Diafraea saccharalis in conventional

and transgenic maize and effects of plant age

Abstract — The sugarcane borer, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794), is a
lepidopteran that causes damage in several grasses such as sugar cane, maize,
millet, sorghum and rice, yet. Information about the behavior of this pest in the maize
is scarce. In this perspective, the research aimed to determine the feeding
preference of D. saccharalis. Was compared this behavior among conventional and
transgenic maize cultivars and observed the action of the protein from Bt obtained at
different ages of the plant in the choice of the host. The experiment was conducted at
the Laboratory of Plant Resistance UNESP / FCAV / Jaboticabal. The cultivars
conventional were: AG 7088; AG 5055; IAC 8390; TRUCK; SHS 7780 and 2B 587
and transgenic DAS 2B707 HX; DKB 789 YG; FEROZ TL and DKB 390 VTPRO.
Maize was planted in pots and kept in a greenhouse for 40 days with the first tests
and in three age groups (45, 55 and 70 days) for restricted use with transgenic
cultivars. After this period took place in feeding preference with multiple and non-
choice tests comparing conventional materials with transgenic. In all tests were used
two developmental stages of the pest: newly hatched larvae and larvae 15 days old,
except to experiment with different ages of transgenic maize that was comprised only
of larvae 15 days. The variables analyzed were: attractiveness to stalk in times: 1', 3,
5',10', 15, 30", 60 ', 120', 360' and 1440' and dry matter consumed, attractiveness for
72h in leaf sections and percentage damage. The cultivar SHS 7780 is susceptible
and DKB 390 VTPRO, DKB 789 YG and DAS 2B 707 cultivars showed resistance in
the category non-preference for feeding on D. saccharalis. In general those
transgenic cultivars DKB 390 VTPRO, DKB 789 YG and DAS 2B 707 are less
attractive and consumed in 45 days old and consumed over 70 days.

Keywords: Sugarcane borer, Zea mays, Antixenosis, Bt Technology, Plant
resistance
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3.1 Introducgao

A cultura do milho apresenta importancia econdmica em diversos paises e,
em diferentes setores da economia mundial. No Brasil, € cultivado de norte a sul,
onde radiagdo solar, temperaturas e pluviosidade apresentam grande variagao,
refletindo de maneira direta na alta variabilidade da produtividade de gréaos
(MACHADO et al., 2013). No Brasil, segundo estimativas da Companhia Nacional de
Abastecimento-CONAB (2014) para a safra 2013/2014 sera de 75.191,1 mil
toneladas do produto. Todavia € uma cultura que sofre a interferéncia de diversos
agentes externos, que podem limitar a produtividade final do cultivo. Dentre alguns
desses fatores que comprometem a producédo, esta o ataque por pragas como a
broca do colmo, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae),
responsavel por prejuizos diretos ao fazerem galerias quando se alimentam do
colmo das plantas jovens e indiretos, pois favorecem a entrada de organismos
fitopatogénicos (GALLO et al., 2002; WAQUIL; VIANA; CRUZ, 2003). Esta praga
ocorre em todo o hemisfério oeste onde a cana-de-agucar € cultivada. Entretanto,
existem outras plantas hospedeiras, como o milho, o sorgo e o arroz, de importancia
econbmica, além de plantas selvagens com caules de didmetros maiores (PINTO;
CANO; SANTOS, 2006) que possibilitam a permanéncia de D. saccharalis nos
campos agricolas do pais.

Além da adaptabilidade da praga aos diferentes hospedeiros, seu habito
alimentar dificulta extremamente a ado¢ao do controle quimico, uma vez que apos
uma ou duas semanas alimentando-se pela raspagem da folha da cana ou da
epiderme do entrend em formacgado, as larvas iniciam a perfuracdo da casca do
colmo e, abrigam-se no seu interior (BOTELHO; MACEDO, 2002). Essa
particularidade de sua biologia torna o método quimico menos utilizado,
direcionando ao método biolégico seus melhores resultados conforme Erler (2010).
Este autor relacionou que o controle biolégico com a criagdo massal e liberagdo do
parasitoide Cotesia flavipes (Cameron, 1891) (Hymenoptera: Braconidae) é o

principal método para controle da broca.



46

Outra tecnologia que pode ser aliada ao controle biolégico da broca é a
utilizacao da transgenia que oferece protegcao ao ataque de diversos lepidopteros-
praga e recentemente, foi liberada no Brasil a comercializagdo de hibridos de milho
Bt, integrando em seu genoma o gene cry1Ab, proveniente de Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki, que codifica a proteina com efeito téxico sobre insetos da ordem
Lepidoptera (MICHELOTTO et al., 2011b).Todavia o enfoque maior das pesquisas
estd voltado a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae).

Waaquil, Vilella e Foster (2002) avaliaram hibridos de milho Bt para resisténcia
a lagarta-do-cartucho do milho e concluiram que os milhos Bt, expressando as
toxinas Cry 1F e Cry 1Ab, reduziram a sobrevivéncia e o desenvolvimento em
biomassa dessas larvas. Fernandes et al. (2003) avaliaram o efeito do milho
geneticamente modificado MON 810 sobre S. frugiperda e ratificaram menor
densidade da praga ao longo do ciclo. Também Waquil, Boregas e Mendes (2008)
atestaram a viabilidade de hospedeiros alternativos como area de refugio para
manejo da resisténcia de S. frugiperda em milho Bt.

Para D. saccharalis em condigdes brasileiras, estudos estdo voltados a
cultura da cana-de-agicar (BOICA JUNIOR; LARA; BELLODI, 1997; BOICA
JUNIOR; LEONELO; JESUS, 2011; CAMARGO et al., 2010; COSTA; COELHO E
FRANCEZ; RIGOLIN-SA, 2010) e, sdo incipientes as investigacdes quanto ao
comportamento de D. saccharalis em milho e sua interagdo com a transgenia. Araujo
et al. (2011) concluiram em seus experimentos com cultivares de milho
convencionais e transgénicas (Bt), que a ocorréncia de D. saccharalis foi baixa,
comprovada pela auséncia de significancia entre o numero de internédios brocados
e o comprimento das galerias entre os hibridos convencional e transgénico.
Michelotto et al. (2011a) também demonstraram que os danos ocasionados por D.
saccharalis nos colmos das plantas transgénicas, detiveram menor percentagem de
plantas atacadas e menores tamanhos das galerias.

Souza (2013) avaliou a suscetibilidade de D. saccharalis a proteina Cry 1F de
Bacillus thuringiensis Berliner e concluiu que os materiais testados com o evento

TC1507 apresentaram alta atividade de controle para a broca.
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Embora a expressdo do gene Bt em plantas transgénicas tenha efeitos
formidaveis sobre manejo de insetos praga, bem como a seguranga ambiental,
igualmente importante é a necessidade de seguir normas de biosseguranga para
tornar a tecnologia sustentavel. A durabilidade da resisténcia a insetos em plantas
transgénicas sO pode ser garantida se as praticas de MIP forem seguidas (KUMAR;
CHANDRA; PANDEY, 2008). Caso contrario, essa resisténcia das plantas aos inetos
podera ser perdida conforme Alcantara et al. (2011) abordaram haver resisténcia a
proteina Cry 1Ab em populag¢des da broca do milho, Ostrinia furnacalis (Guenée,
1854) (Lepidoptera: Crambidae) nas Filipinas apos a implantagado generalizada do
milho Bt na regiao.

A tecnologia Bt representa uma tatica adicional ao controle de lepiddpteros-
praga, entretanto necessita de um manejo adequado para manter sua eficiéncia nos
cultivos e permitir a consolidagado de seus resultados, uma vez que o excesso de
cultivos transgénicos e a inexisténcia de areas de refugio implicam no insucesso
dessa tecnologia (MICHELOTTO et al.,, 2011b; WAQUIL; BOREGAS; MENDES,
2008) Proporcionalmente, pesquisas que utilizem ou investiguem fontes de
resisténcia em materiais ndo transgénicos e transgénicos devem ser incentivadas,
uma vez que a auséncia total ou parcial de tais informagdes relativas ao
comportamento de D. saccharalis nessas cultivares em condi¢cdes brasileiras, pode
representar a perda dessa tatica adicional de controle.

Neste cenario, objetivou-se avaliar a nao preferéncia para alimentacédo de D.
saccharalis em cultivares de milho convencional e transgénico e, a agdo da proteina

do milho Bt obtidas em plantas em idades diferentes.

3.2 Material e Métodos

A pesquisa foi realizada em casa de vegetacdo e no Laboratério de
Resisténcia de Plantas a Insetos, do Departamento de Fitossanidade, da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) - UNESP - Campus de Jaboticabal, no

periodo de agosto de 2012 a fevereiro de 2013. Os insetos e as posturas de D.
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saccharalis foram adquiridos junto a empresa Biocontrol, localizada no municipio de
Sertdozinho, SP, e quando necessario, a broca foi criada em dieta artificial conforme
metodologia de Hensley e Hammomd (1968) modificada por Araujo et al. (1985).

Os experimentos foram realizados utilizando lagartas de D. saccharalis com
15 dias de idade e lagartas recém-eclodidas para comparar cultivares de milho
convencional e transgénico quanto aos niveis de resisténcia a praga. As cultivares

avaliadas neste estudo estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Cultivares de milho convencionais e transgénicas utilizadas nos testes,
comparando a nao preferéncia para alimentagdo de Diatraeca saccharalis.
Jaboticabal/SP.2012/2013.

Cultivares Convencionais

*T1=AG 7088 T2=AG 5055 T3=I1AC 8390 T4= TRUCK
T5= SHS 7780 T6= 2B 587
Cultivares Transgénicas
Evento Genes Praga-Alvo
T7=DAS 2B707 HX TC 1507 cry1F Broca-da-cana; lagarta-do-cartucho
T8=DKB 789 YG Mon810 cry1Ab Broca da cana
T9= FEROZ TL Bt11 cry1Ab Broca da cana

T10=DKB390 VTPRO Mon89034 cry2Ab2; cry1A. 105 Broca-da-cana; lagarta-do-cartucho;
lagarta-da-espiga

*T = Tratamentos

O milho foi cultivado em vasos com capacidade de 3 litros contendo terra e
esterco na proporcao 3: 1 e, 40 dias apds o plantio foi conduzido os testes em
laboratdrio, sob temperatura média de 25 + 1°C, umidade relativa do ar de 60 +
10% e fotoperiodo de 12h, para avaliar a preferéncia de alimentagéo da broca,
em duas situacgoes:

Teste com chance de escolha. Nestes ensaios foram retirados pedacos de
colmos das plantas medindo aproximadamente 5 cm (teste em lagartas de 15 dias),
todavia foram submetidos a cortes para adequagdo em peso com suas referidas
aliquotas e, secdes foliares correspondendo a 3cm? de area (teste em lagartas
recém-eclodidas). Em ambos os testes, as cultivares foram dispostas equidistantes

ao centro de recipientes circulares de vidro, tendo dimensdes diferenciadas para
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lagartas de 15 dias (25,5 cm de didmetro e 6 cm de altura, fechados por placa
quadrada de vidro com 29,5 cm) e lagartas recém-eclodidas (placa de Petri com 15
cm de didmetro x 2,5 cm de altura). No interior de cada recipiente foi depositado um
circulo de papel filtro umedecido para garantir a umidade dos materiais vegetais
durante o ensaio. A quantidade de lagartas liberadas obedeceu ao critério de uma
lagarta por colmo de cultivar (SOUZA, 2011) para lagartas com 15 dias de idade,
totalizando 100 lagartas. Para as secgbes foliares adotou-se a quantidade de 3
lagartas por cultivar, ou seja, 300 lagartas. Paralelamente, para avaliar a massa
seca consumida por lagartas de 15 dias foi produzida uma aliquota correspondente
a cada pedaco de colmo das cultivares, que permaneceu nas mesmas condicdes de
laboratério dos testes. O delineamento experimental adotado foi de blocos
casualizados com dez tratamentos e dez repeticoes.

Teste sem chance de escolha. Este teste obedeceu as mesmas medidas do
experimento anterior quanto ao tamanho de colmos, folhas e formagcdo das
aliquotas, entretanto as amostras foram individualizadas em placas de Petri de 9 cm
de didmetro x 1,5 cm de altura e aplicou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado com os mesmos tratamentos e repeticbes acima
relacionados.

Avaliagcao e analise dos dados. Os parametros avaliados nos testes com
lagartas de 15 dias foram: atratividade para os colmos em tempos de 1', 3', 5', 10/,
15', 30', 60', 120", 360' e 1440' e massa seca consumida, obtida pela diferenca entre
a massa seca do colmo ofertado e massa seca da aliquota. Para as lagartas de 1°
instar foram avaliadas a atratividade total, ou seja, apds 72h de liberagao da praga e
a porcentagem de dano, obtida a partir da média atribuida por dois avaliadores.

Os dados obtidos nos testes de ndo preferéncia para alimentagao foram
submetidos ao teste de normalidade e quando ndo atenderam a curva de
normalidade, foram transformados em log (x + 5). Em seguida, realizou-se analise
de variancia e comparagido de meédias pelo Teste de Tukey, no programa
ASSISTAT versao 7.6 beta (SILVA, 2014).

Os valores relativos a presengca dos individuos (lagartas) em cada
tratamento, nas condicbes com e sem chance de escolha, foram submetidos a

regressao logistica, ajustando os dados a distribuicdo binomial, através do



50

procedimento GENMOD (SAS INSTITUTE, 2006). A proporgao de insetos em cada
tratamento (cultivares) prevista pelo modelo foi calculada através da férmula:
Pi= 1/(1+exp(-(bo+b1x1+ box?...+brXn)))

onde, Pi= proporcédo de insetos prevista, exp= fungdo exponencial, by, b, by € b,=
sao os coeficientes de regressao, x= tempo (minutos).

Além dos experimentos acima relacionados, foi instalado bioensaio (cultivares
versus idade das plantas) com os mesmos procedimentos acima relacionados para
avaliar trés das cultivares transgénicas utilizadas no experimento anterior: DAS
2B707 HX; DKB 789 YG e DKB 390 VTPRO; apresentando trés idades diferentes
(45, 55 e 70 dias), o que representou um total de nove tratamentos. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial de dois fatores
(cultivares versus idade ). Nesse experimento, avaliou-se a ndo preferéncia para
alimentacdo da broca do colmo com utilizacdo de lagartas com 15 dias de idade
(atratividade de 72 horas) e massa seca consumida (144 horas), obtendo-se esses

dados, respectivamente, aos 3 dias e ao sétimo dia do inicio do experimento.

3.3 Resultados e Discussao

Os resultados obtidos nos testes com chance de escolha em cultivares de
milho convencionais e transgénicas impossibilitaram destacar cultivares quanto aos
niveis de resisténcia na categoria nao preferéncia para alimentagao, pois ndo houve
diferenca significativa entre as dez cultivares tanto nos parametros de atratividade
em diferentes intervalos de tempo, assim como no indice de massa seca consumida
pelas lagartas (Tabela 2). Silva et al. (2003) pautaram em sua pesquisa com
Oryzophagus oryzae (Costa Lima, 1936) (Coleoptera: Curculionidae) em gendétipos
de arroz, que a antixenose ou nao preferéncia em teste com chance de escolha
poderia ser superestimada devido a interferéncia dos circunvizinhos mais preferidos

pelo inseto durante o processo de selegao hospedeira.



Tabela 2. Numero médio de lagartas de Diatraea saccharalis, atraidas por cultivares de milho convencionais e transgénicas em
intervalos de tempo apds sua liberacdo e massa seca de colmo consumida, em teste com chance de escolha. Jaboticabal/SP.
2012/2013.

Tempo (minutos) apoés a liberacao das Iagartas1 Massa

seca

Cultivares consumida
(mg)’
1' 3 5' 10' 15' 30' 60’ 120’ 360’ 1440’

AG 7088 0,50 a 0,60 a 0,80 a 0,7/0a 0,70a 080a 0,80a 1,10a 1,20a 0,70a 16,43 a
AG 5055 0,30 a 0,50 a 0,60 a 060a 0,70a 060a 080a 080a 050a 0,50a 11,71 a
IAC 8390 0,50 a 0,80 a 0,90 a 1,00a 080a 140a 150a 140a 1,00a 130a 31,00 a
TRUCK 0,30 a 0,30 a 0,70 a 0,7/0a 09a 0,70a 060a 0,70a 060a 1,00a 29,93 a
SHS 7780 0,50 a 0,80 a 1,00 a 1,30 a 1,20a 1,20a 1,00a 080a 080a 1,00a 23,94 a
2B 587 0,70 a 0,70 a 1,20 a 1,40 a 1,80a 160a 130a 160a 180a 1,30a 35,47 a
DAS 2B707 HX -T 0,20 a 0,10 a 0,20 a 0,30a 040a 030a 060a 0,70a 050a 0,30a 540 a
DKB 789 YG -T 0,10 a 0,20 a 0,20 a 0,30a 030a 040a 0,70a 060a 0,70a 1,00a 17,84 a
FEROZTL -T 0,30 a 0,50 a 0,90 a 1,00a 090a 1,00a 080a 1,10a 1,30a 140a 38,55 a
DKB 390 VTPRO -T 0,20 a 0,40 a 0,80 a 0,7/0a 0,70a 1,10a 0,80a 040a 080a 0,70a 14,35 a
F (Tratamento) 0,81 077™ 092" 1,08™ 123™ 108™ 057™ 098™ 128™ 128" 2,30~

CV % 6,49 8,26 9,62 9,92 10,34 11,26 10,83 10,90 10,06 8,92 0,28

" Para andlise os dados foram transformados log (x + 5). Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nao diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
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Aplicando a analise de regressao no mesmo teste foi possivel verificar um
comportamento diferenciado conforme visualizado na Figura 1, pois todas as
cultivares foram atrativas, em maior ou menor intensidade. Esse habito pode
corresponder justamente ao fato das larvas terem grande quantidade de alimento
disponivel. Mello e Silva-Filho (2002) definiram a interagc&o planta-inseto como um
sistema dinamico, sujeito a continuas variagbes e mudangas. Assim as plantas
desenvolveriam mecanismos para reduzir o ataque de insetos e, estes adotariam
varias estratégias para superar as barreiras defensivas das plantas.

Duck e Evola (1997) reportaram que a antixenose ou ndo preferéncia poderia
estar relacionada além de fatores fisicos, a producdo de produtos quimicos
sintetizados pela planta para repelir insetos ou alterar o seu comportamento de tal
forma que a sua reproducéo e / ou danos a planta seriam reduzidos.

Quando o teste de preferéncia foi aplicado sem chance de escolha conforme
dados da Tabela 3 houve diferenga estatistica nos intervalos iniciais de avaliagao.
Ao tempo de 1 minuto apds a liberagao das larvas de 15 dias de idade, a cultivar AG
7088 (convencional) foi a menos atrativa e as mais atrativas ou excitantes foram
SHS 7780 e DAS 2B707 HX, ambas com a mesma média de 0,80 lagartas/cultivar.
Essa atratividade da cultivar transgénica DAS 2B707 HX pode ser justificada, pois o
gene expresso é cry 1F, menos especifico a praga como as demais cultivares, uma
vez que o sucesso da transgenia esta relacionado além de outros pontos, a sua alta
especificidade com o hospedeiro (praga alvo) conforme relatado por Bauer (1995).

No intervalo de 3 minutos (Tabela 3), o comportamento mais atrativo se
manteve para SHS 7780 (convencional), como também as cultivares transgénicas
DKB 789 YG, Feroz TL e DKB 390 VTPRO foram igualmente atrativas as larvas de
D. saccharalis, sendo as trés ultimas portadoras de transgenia. A cultivar que
apresentou menor atratividade nesse intervalo de tempo foi a cultivar convencional
2B 587. No transcorrer do experimento, os materiais mantiveram-se semelhantes e
nao foi constatada diferenca entre as cultivares. Esse resultado corrobora com
Lépez et al. (2013) que nado encontraram efeito antixendtico quando fémeas de
Sesamia nonagrioides (Lefebvre, 1827) (Lepidoptera: Noctuidae) foram liberadas

para ovipositar em plantas Bt e ndo-Bt em teste sem chance de escolha.
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Figura 1. Regressao polinomial da preferéncia larval de D. saccharalis por cultivar de milho
convencionais e transgénicas, em teste com chance de escolha.



Tabela 3. Numero médio de lagartas de Diatraea saccharalis de 15 dias de idade, atraidas por colmos de cultivares de milho
convencionais e transgénicas em intervalos de tempo apds sua liberacao e massa seca de colmo consumida, em teste sem
chance de escolha. Jaboticabal/SP. 2012/2013.

Massa
Tempo (minutos) apés a liberagdo das lagartas’ seca
Cultivares consumida
(mg)’
1 3 5' 10’ 15’ 30' 60’ 120' 360" 1440'
AG 7088 0,10 b 0,70ab 0,70a 0,90a 0,80a 090a 080a 090a 090a 1,00a 34,58 ab
AG 5055 0,40ab 0,70ab 0,80a 0,80a 0,80a 080a 080a 080a 080a 0,9a 20,70 bcd
IAC 8390 0,30ab 0,60ab 0,70a 0,90a 1,00 a 1,00 a 1,00 a 1,00 a 1,00 a 1,00a 34,09 ab
TRUCK 0,40ab 0,70ab 0,60a 0,70a 0,80a 0,70a 0,70a 0,70a 0,80a 1,00a 31,38ab
SHS 7780 0,80a 0,90a 0,80 a 1,00 a 1,00 a 1,00 a 1,00 a 1,00 a 1,00 a 1,00a 39,88a
2B 587 0,40ab 0,30 b 040a 0,50a 0,70a 090a 0,70a 090a 0,80a 0,70a 30,38 abc
DAS 2B707 HX - T 0,80a 0,80ab 1,00a 0,90a 0,90 a 1,00a 090a 0,90a 1,00 a 1,00a 4,42 d
DKB 789 YG -T 0,70ab 0,90 a 0,80a 0,90a 1,00a 090a 090a 090a 0,80 a 1,00a 12,69 cd
FEROZ TL -T 0,70ab 0,90 a 0,70a 0,80a 0,90a 0,80a 0,80a 090a 1,00 a 1,00a 32,48 ab
DKB 390 VTPRO-T 0,60ab 1,00a 0,90 a 1,00 a 1,00 a 1,00a 090a 0,90a 1,00a 0,80a 6,06 d
F (Tratamento) 248* 241* 145™ 178™ 125™ 125™ 089™ 0,75™ 121™ 226* 10,19**
CV % 5,04 4,28 4,52 3,68 3,20 3,06 3,73 3,27 2,92 2,31 0,16

' Para analise os dados foram transformados log (x + 5). Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.T = cultivar transgénica.
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Contudo deve-se ressaltar que as larvas inicialmente foram atraidas
indistintamente para ambos os materiais (convencionais e transgénicos), mas logo
apos iniciar sua alimentagdo nos transgénicos, as larvas cessaram a ingestao dos
colmos. Observagdes similares foram encontradas por Dutton, Romeis e Bigler
(2005) avaliando o efeito do milho Bt em Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833)
(Lepidoptera: Noctuidae), onde as larvas apds se alimentarem de plantas
transgénicas ou pulverizadas com Bt, apresentaram uma tendéncia a afastar-se da
planta e fugir das gaiolas.

Para a variavel de massa seca consumida (Tabela 3) as cultivares DAS
2B707 HX (gene cry 1F) e DKB 390 VTPRO (gene cry 2Ab2; cry 1A.105), foram as
menos consumidas com 4,42 e 6,06 mg, respectivamente. Resultados condizentes
com pesquisa de Michelloto et al. (2011a), onde o transgénico DKB 390 apresentou
menor dano (3,35%) para lagarta-do-cartucho. No entanto, o maior consumo
observado ocorreu na cultivar SHS 7780 (39,88 mg) e, as cultivares IAC 8390 (34,09
mg), Truck (31,38 mg), 2B 587 (30,38 mg) e Feroz TL (32,48 mg) apresentaram
consumo intermediario entre os valores maximos e minimos dos materiais testados.

A analise de regressdo dos dados no teste sem chance possibilitaram
observar a variagdo comportamental das larvas de D. saccharalis ao longo das
avaliagcdes conforme Figura 2. As cultivares convencionais AG 7088 e 2B 587 e as
transgénicas Feroz TL e DAS 2B707 HX se comportaram como atrativas as lagartas
de 15 dias a partir do segundo intervalo de tempo; mantendo-se atraentes ou
excitantes até o encerramento das avaliacdes. Nas cultivares IAC 8390, AG 5055 e
DKB 789 YG foi necessario maior tempo de exposicdo com os colmos, para que
iniciassem o processo alimentar. Diferentemente do que ocorreu com a cultivar SHS
7780 que a partir do terceiro intervalo, apresentou caracteristicas deterrentes
orientando as lagartas para a nao alimentagao.

A cultivar DKB 390 VTPRO também apresentou um efeito contrario a
alimentacdo das lagartas de D. saccharalis, mas apenas aos 360 minutos de
exposi¢cao. De acordo com Vendramim e Guzzo (2009) a ndo preferéncia ou
antixenose ocorre quando a variedade nao dispde de caracteristicas adequadas
para servir de hospedeiro ao inseto, provocando neste uma reagao negativa durante

o processo de selegao hospedeira, fato semelhante ao encontrado nessa pesquisa.



56

SHS 7780 2B 587
1,0 e 1,0 B
f .
~ i Pi=1/{1+exp[-(-1,8696-0,3 184x+0,0618X2)]} ; Pi=1/{ 1+§xp[—(—0,1254+0,028 lx—0,000lez)]}
P
g %] x2:31,7852; Pr=X2: <0,0001. 081 X%: 105,7316; Pr>X?: <0,0001.
=
g 0,6 4 0,6 1
o
£
S 04 0,4
[~}
0,2 + 0,2 +
00 L : : : : : : : 00 L : : : : : : :
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
1.0 { TRUCK [ o DAS2B707
7 Pi=1/{1+exp[-(-0,6046+0,0019x { Pi=1/{1+exp[-(-2,0197+0,0072x)]}
.
= 08 e +0,00001x)]} 0.8 ! X2 84,5489; Pr>X2: <0,0001.
,
g e X2: 90,3310; Pr=X2: <0,0001.
.S 0,6 0,6 1
Q
=
€
S 04 1 0.4
2
(=)
0,2 1 0,2 4
00 L— : : : : : : : 00 L : : : : : : :
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
IAC 8390 DKB 789
1,0 4 e e e 1,0 A
; Pi=1/{1+exp[-(-1,8086+0,0014x)]}
= 08| i Pi=1/{1+exp[-(-0,9796+0,3637x)]} 081 X2 951957; Pr=X2: <0,0001.
£ ' x2:44,1461; Pr=x%: <0,0001.
= 069 | 0.6 1
15} f —
& f “
B 04 1 | 0.4 N
2 A\
=™ \
N\
0.2 A 0,2 \\
AN
N
\\
0,0 - . . . . . . . . 0,0 - . : T e
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Lo | AG 5055 o /FEROZTL
[ 7T Pi=1/{1+exp[-(-1,2322+0,0092x)]}
= 08 I 0.8 1 X2. 82,4145; Pr>X2: <0,0001.
= - Pi=1/{1+exp[-(-1,0038+0,0009x)]}
= 061 X2: 100,3753; Pr=X2: <0,0001. 0.6
2
=
L 04 A 0,4 1
2
(=)
0,2 A 0,2 A
00 L— : : : : : : : 001 : : : : : : :
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
10| AG 7088 [ 1o /DKB 390 VTPRO
7 Pi=1/{1+exp[-(-0,7496+0,0065x)]} T
— | > ; Pi=1/{1+exp[-(-2,4814-0,0006
g 08 o X% 97,4292; Pr>X% <0,0001. 0.8 L/l rexpl-( 4 1}
= / X%: 100,6640; Pr>X<: <0,0001.
S 0,6 4 0,6 1
Q
=
5
ué 0.4 0,4 4
(=)
02 1 02 1
001 : : : : : : : 001 : : : : : : :
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Tempo (minutos) Tempo (minutos)

Figura 2. Regressao polinomial da preferéncia larval de D. saccharalis por cultivar de milho
convencionais e transgénicas, em teste sem chance de escolha.
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Em geral, as cultivares transgénicas apresentaram menores meédias de
consumo, com exceg¢ao da cultivar Feroz TL que apesar de ser direcionada ao
controle da broca do colmo, possuindo o gene cry 1Ab obteve média superior a
maioria das cultivares convencionais. Huang, Leonard e Gable (2006) também
atestaram menor suscetibilidade da referida praga a proteina Cry 1Ab.

Quando os resultados foram analisados em larvas recém-eclodidas de D.
saccharalis em folhas de milho (Tabela 4), o total de larvas atraidas em 72 horas de
exposig¢ao para teste com chance de escolha ndo houve diferenga estatistica entre
as cultivares convencionais e transgénicas. Entretanto, analisando a porcentagem
de dano promovido pela broca, observou-se que a cultivar SHS 7780, com a maior
porcentagem (16,32%), diferiu da cultivar DKB 789 YG com menor porcentagem
(0,56%). Os demais materiais mantiveram-se intermediarios. Tais resultados foram
similares ao comportamento desse lepidéptero com idade de 15 dias no teste sem
chance anteriormente realizado (Tabela 3). Essa diferenga no resultado apresentado
nas larvas recém-eclodidas pode estar relacionado a sua maior sensibilidade ao Bt,
uma vez que situagao similar foi encontrada por Dutton, Romeis e Bigler (2005) que
observaram em seus resultados maior sensibilidade de larvas de 1° e 2° instares de

S. litorallis ao milho Bt.



Tabela 4. Numero médio de lagartas de Diatfraea saccharalis recém-eclodidas atraidas por cultivares de milho convencionais e

transgénicas e, porcentagem de dano em testes com e sem chance de escolha. Jaboticabal/SP. 2012/2013.

Teste com chance de escolha’ Teste sem chance de escolha’
Cultivares Numero de larvas atraidas Porcentagem de dano Numero de larvas atraidas Porcentagem de
72 horas (%) 72 horas injaria (%)

AG 7088 1,60 a 2,63 ab 2,70 a 9,80 a
AG 5055 3,10 a 8,87 ab 2,60 a 9,10 a
IAC 8390 1,60 a 9,31 ab 2,70 a 12,41 a
TRUCK 3,40 a 9,53 ab 1,70 ab 0,20 c
SHS 7780 3,10 a 16,32 a 2,40 ab 16,80 a
2B 587 1,40 a 4,30 ab 2,10 ab 8,21 ab
DAS 2B707 HX - T 1,70 a 1,21 ab 1,80 ab 0,63 ¢
DKB 789 YG - T 0,80 a 0,56 b 1,20 b 0,27 c
FEROZTL-T 1,20 a 1,70 ab 1,90 ab 1,45 bc
DKB 390 VTPRO - T 2,30 a 10,93 ab 1,80 ab 0,15 ¢
F (Tratamento) 1,34 "° 2,34 * 2,69 ** 16,16 **
CV % 16,71 31,72 7,09 18,79

1 . T . ~ . L . .
Para analise os dados foram transformados em log (x + 5). Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste

de Tukey, a 5% de probabilidade. T = cultivar transgénica.
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Para o teste sem chance de escolha (Tabela 4), as larvas recém-eclodidas
foram mais atraidas pelas cultivares convencionais AG 7088, AG 5055 e IAC 8390 e,
a cultivar transgénica DKB 789 YG destacou-se como a menos atrativa.

Quanto a porcentagem de dano houve diferenga estatistica entre as cultivares
(Tabela 4): SHS 7780 apresentou a maior porcentagem (16,80%) confirmando os
resultados do teste com chance, mesmo nao diferindo das cultivares |IAC 8390
(12,41%), AG 7088 (9,80%) e AG 5055 (9,10%). As cultivares 2B 587 e Feroz TL
apresentaram valores de danos intermediarios e as transgénicas DAS 2B707 HX
(0,63%), DKB 789 YG (0,27%) e DKB 390 VTPRO (0,15%) juntamente com a
convencional Truck (0,20%) nao diferiram entre si e preservaram as menores
porcentagens de dano. Resultado similar foi demonstrado por Daves, Williams e
Davis (2007) onde menos larvas sobreviveram em hibridos resistentes do que no
hibrido suscetivel, especialmente aos 7, 10, e 14 dias apds a infestacdo, porque o
crescimento larval foi impactado negativamente pelos hibridos resistentes.

Na segunda etapa dos experimentos, avaliou-se o desempenho de D.
saccharalis nas trés cultivares de milho transgénico em trés idades das plantas
conforme Tabela 5, em teste com chance de escolha. Constatou-se que ndo houve
diferencas entre as trés cultivares aos 45 e 70 dias de idade, mas a cultivar DKB 789
YG diferiu das demais aos 55 dias de idade apresentando maior proporgcdo de
lagartas por cultivar. Comparando-se as cultivares dentro das trés idades (letras
maiusculas), percebeu-se que DAS 2B707 HX n&o diferiu em nenhuma das idades
avaliadas; assim como a cultivar DKB 789 YG né&o diferiu nas idades de 45 e 70
dias, apenas na idade de 55 dias apresentou maior atratividade. Para a cultivar DKB
390 VTPRO nao houve diferenga nas duas idades iniciais (45 e 55 dias) e apenas no
periodo de 70 dias apresentou maior proporgao de lagartas. Resultados de Castro,
Leonard e Riley (2004) reportaram que genaotipos de milho podem ter resisténcia as
brocas do milho ou da cana-de-agcucar a medida em que as plantas amadurecem,

independentemente de serem ou nao portadoras de genes Bt.
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Tabela 5. Numero médio de lagartas de D. saccharalis de 15 dias de idade, atraidas por
cultivares de milho transgénicas em trés idades diferentes, por periodo 72 horas apds sua
liberacao, em teste com chance de escolha. Jaboticabal/SP. 2012/2013.

Cultivares Transgénicas Idades"
45 55 70
DAS 2B707 HX 8,10 aA 7,40 bA 5,90 aA
DKB 789 YG 8,59 aB 17,15 aA 6,20 aB
DKB 390 VTPRO 3,70 aB 4,20 bB 10,68 aA

CV (%)= 61,28
"Médias seguidas da mesma letra, mindscula na coluna e mailuscula na linha, nio diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 2 dms para colunas =  5,2339
dms para linhas = 5,2339.

Quando foi analisada a massa seca de colmo consumida pelas larvas por
periodo de 144 horas, em teste com chance de escolha (Tabela 6) foi verificado que
as trés cultivares nao apresentaram diferengas na idade de 45 dias e, no periodo de
55 dias o consumo manteve-se similar a proporgao de insetos atraidos, com o
material DKB 789 YG novamente diferindo dos demais. Na idade de 70 dias, as
cultivares DKB 789 YG e DKB 390 VTPRO foram semelhantes no consumo e
diferiram apenas do material DAS 2B707 HX, que deteve menor consumo.

Analisando as cultivares entre as trés idades de avaliacao (letras maiusculas)
(Tabela 6), a cultivar DAS 2B707 HX nao diferiu nas trés idades de avaliagdo. No
entanto, a cultivar DKB 789 YG diferiu com a idade de 45 dias das demais,
apresentando menor consumo nessa condi¢ao, e a cultivar DKB 390 VTPRO foi
mais consumida no periodo de 70 dias de idade. De acordo com Moré, Trumper e
Prola (2003) o estadio fenolégico de plantas milho pode afetar a preferéncia de
oviposi¢cao de D. saccharalis, demonstrando que o numero médio de massas de
ovos por planta foi baixo ou nulo em plantas em estadios fenolégicos mais jovens
que V9. Logo a idade fenoldgica do hospedeiro pode interferir na preferéncia por

oviposi¢ao e, consequentemente, na alimentacao das larvas.
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Tabela 6. Massa seca de colmo consumida (mg) por larvas de D. saccharalis de 15
dias de idade, em cultivares de milho transgénicas de trés idades diferentes e por
periodo 144 horas apods sua liberagdo, em teste com chance de escolha.
Jaboticabal/SP, 2013.

Cultivares Transgénicas Idades"*
45 55 70
DAS 2B707 HX 19,00 aA 25,40 bA 26,10 bA
DKB 789 YG 11,60 aB 45,00 aA 45,60 aA
DKB 390 VTPRO 12,60 aB 17,90 bB 44,60 aA

CV (%) = 54,11
'Médias seguidas da mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 2 dms para colunas = 0,0160
dms para linhas = 0,0160.

Os resultados também foram avaliados em teste sem chance de escolha
(Tabela 7), que demonstrou diferenga significativa apenas para a cultivar DAS
2B707 HX na idade de 45 dias (menor atratividade). Nos demais tratamentos néo

obteve-se diferenga na proporcao de lagartas atraidas (letras minusculas).

Tabela 7. Numero meédio de lagartas de D. saccharalis de 15 dias de idade, atraidas por
cultivares de milho transgénicas de trés idades diferentes e por periodo 72 horas apés sua
liberacdo, em teste sem chance de escolha. Jaboticabal/SP. 2012/2013.

Cultivares Transgénicas Idades "
45 55 70
DAS 2B707 HX 7,66 bB 9,50 aAB 9,80 aA
DKB 789 YG 11,03 aA 10,50 aA 9,55 aA
DKB 390 VTPRO 9,92 aA 8,96 aA 9,16 aA

CV (%) = 20,45
'Médias seguidas da mesma letra, mindscula na coluna e mailuscula na linha, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 2 dms para colunas = 2,0911
dms para linhas = 2,0911.

Fato similar ocorreu quando se comparou as cultivares entre as trés idades de
avaliagéo (letras maiusculas) (Tabela 7), a cultivar DAS 2B707 HX nao diferiu entre
os periodos de 45 e 55 dias de idade, mas apresentou diferenca entre 45 e 70 dias
de idade, possuindo maior atratividade no periodo de 70 dias, provavelmente porque
0s mecanismos de defesa podem variar entre as mesmas espécies de plantas e em
diferentes estadios de desenvolvimento (SANTIAGO; BARROS-RIOS; MALVAR,
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2013). Os demais materiais ndo obtiveram diferengas significativas quanto a esse
parametro.

Para o quesito massa seca de colmo consumida pelas larvas de D.
saccharalis em teste sem chance de escolha (Tabela 8) observou-se que n&o houve
diferenga entre as cultivares com 45 dias e 70 dias de idade, mas nas cultivares
DAS 2B707 HX e DKB 789 YG em 55 dias de idade essa diferenca foi observada,

tendo tais materiais maior consumo quando comparado a cultivar DKB 390 VTPRO.

Tabela 8. Massa seca de colmo consumida (mg) por larvas de D. saccharalis de 15 dias de
idade, em cultivares de milho transgénicas de trés idades diferentes e por periodo 144 horas
apos sua liberagdao em teste sem chance de escolha. Jaboticabal/SP. 2012/2013.

Cultivares Transgénicas Idades **

45 55 70
DAS 2B707 HX 6,80 aB 23,30 aA 31,00aA
DKB 789 YG 13,80 aB 25,40 aA 28,50 aA
DKB 390 VTPRO 7,20 aB 10,40 bB 24,70 aA

CV (%)=40,95
'Medias seguidas da mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 2 dms para colunas = 0,0083 e
dms para linhas = 0,0083.

Quando o consumo foi avaliado para cada cultivar dentro das trés idades
(Tabela 8) verifica-se que a cultivar DAS 2B707 HX foi menos consumida quando a
planta estava com 45 dias de idades, diferindo das demais (55 e 70 dias). A cultivar
DKB 789 YG expbs padrdao semelhante, diferindo da idade aos 45 dias (menor
consumo) quando comparada as demais idades (maior consumo). Contudo a cultivar
DKB 390 VTPRO néo apresentou diferenga quando o consumo ocorreu com 45 e 55
dias de idades, mas foi estatisticamente superior em plantas com 70 dias de idade,
podendo-se inferir que a resisténcia desta cultivar foi reduzida ou limitada em

plantas com 70 dias de idade.
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3.4 Conclusoes

- A cultivar SHS 7780 é suscetivel a D. saccharalis;

- As cultivares DKB 390 VTPRO, DKB 789 YG e DAS 2B 707 apresentam resisténcia
na categoria nao preferéncia para alimentagao a D. saccharalis e,

- As cultivares transgénicas DKB 390 VTPRO, DKB 789 YG e DAS 2B 707 séo
menos atrativas e consumidas em idade de 45 dias e mais consumidas aos 70 dias.
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CAPITULO - 4. Resisténcia, na categoria antibiose, de cultivares de milho

convencional e transgénico a Diatraea saccharalis

Resumo - A broca da cana, Diatraeca saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Crambidae), reconhecida ha muito tempo como uma praga séria da
cana-de-agucar, tem apresentado a mesma condigdo na cultura do milho. Todavia,
poucas sao as informagdes relacionadas ao uso de fontes de resisténcias na cultura
do milho a esse inseto praga. Neste enfoque, objetivou-se avaliar o efeito de
cultivares de milho convencionais e transgénicas na biologia de D. saccharalis. Para
cada uma das cultivares convencionais: AG 7088, AG 5055, IAC 8390, SHS 7780,
2B 587; e transgénicas: DAS 2B707 HX, DKB 789 YG e DKB 390 VTPRO foram
utilizadas 60 larvas recém-eclodidas. As lagartas foram observadas diariamente e
verificou-se as seguintes variaveis: duragdo do periodo larval e viabilidade larval,
peso de lagartas aos 16 e 21 dias de idade, duragéo do periodo pupal e viabilidade
pupal, peso de pupas com 24 horas de idade, longevidade de adultos com alimento,
além da fecundidade (numero de ovos, numero de posturas, niumero de ovos por
postura e viabilidade dos ovos). Colmos das plantas de milho com 55 dias de idade
foram analisados quanto ao teor de lignina e fendis totais para relacionar a
existéncia desses componentes e 0s possiveis efeitos na biologia de D. saccharalis.
A cultivar de milho convencional AG 7088 € moderadamente resistente na categoria
antibiose por apresentar maior porcentagem de pupas deformadas, menor numero
de ovos por fémea e menor viabilidade de ovos. As cultivares convencionais AG
7088 e AG 5055 possuem maiores teores de fendis totais. As cultivares transgénicas
DAS 2B 707 HX, DKB 789 YG e DKB 390 VTPRO sao altamente resistentes na
categoria antibiose.

Palavras-chave — Resisténcia de plantas, Broca do colmo, Biologia, Bt Cry, Bacilus
thurigiensis
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CHAPTER - 4. Resistance, antibiosis category, in corn cultivars of transgenic

and conventional maize Diatraea saccharalis

Abstract — Sugarcane borer Diatraeca saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Crambidae), recognized for long time as a serious pest of cane sugar,
has shown the same condition in maize. Therefore information is scarce regarding
the use of resistance sources in maize this insect pest. Besides, aimed to evaluate
the effect of conventional and transgenic cultivars of maize in the biology of D.
saccharalis. For each of the conventional cultivars: AG 7088, AG 5055, IAC 8390,
SHS 7780, 2B 587; and transgenic: DAS 2B707 HX, DKB 789 YG and DKB 390
VTPRO were used 60 newly hatched larvae. Larvae were observed daily and it has
been found the variables: duration and viability of the larval development, weight of
larvae at 16 and 21 days of age, duration and viability of the pupal period, pupal
weight at 24 hours of age, adults longevity with food, besides fecundity (number of
eggs, number of clutches, number of eggs per clutch and egg viability). Stalks of
maize plants with 55 days of age were analyzed for lignin content and total phenols
relate to the existence of these components and the possible effects on the biology of
D. saccharalis. The conventional cultivar AG 7088 is moderately resistant on the
antibiosis category due to its higher percentage of deformed pupae, fewer eggs per
female and lower viability of eggs. Conventional cultivars AG 7088 and AG 5055
have the highest total phenolic content. Transgenic cultivars DAS 2B 707 HX, DKB
789 YG and DKB 390 VTPRO are highly resistant in antibiosis category.

Keywords — Plant resistance, Sugarcane borer, Biology, Bt Cry, Bacilus thurigiensis
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4.1 Introdugao

A produgédo nacional do milho abrange relativamente todas as regides do
Brasil. Os principais estados produtores, Parana, Mato Grosso, Minas Gerais, Goias,
Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul corresponderam em 2013 por 80,7% da
produgao nacional. As maiores regides produtoras sdo o Centro Oeste com 42,0% e
o Sul, com 34,1% do montante nacional (MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento, 2013). Este cereal desempenha papel relevante na economia
brasileira, que utiliza o grdo na industria e na alimentagdo animal, sendo a
agroindustria de suinos e aves responsavel por consumir mais de 70% da safra
nacional (MACHADO et al., 2013).

A importdncia econdmica da produgdo do milho no pais cresce
simultaneamente com a preocupagao em reduzir as perdas, uma vez que a cultura
sofre com o ataque de diversas pragas e doencgas, que necessitam de controle
eficaz e preciso. Dentre as pragas, a broca da cana, Diatraea saccharalis (Fabricius,
1794) (Lepidoptera: Crambidae), reconhecida ha muito tempo como uma praga séria
da cana-de-agucar, tem apresentado a mesma condigao na cultura do milho, pois as
larvas danificam o colmo da planta, debilitando-a ou causando até a sua morte
(CRUZ, 2007), além de favorecer indiretamente o ataque de patdgenos.

A dificuldade de controlar D. saccharalis pelo método convencional, ou seja, 0
controle quimico, ocorre devido ao seu habito alimentar por abrigar-se dentro dos
colmos. Este aspecto tem impulsionado inumeras pesquisas com métodos
alternativos enfatizando o controle bioldgico, cultural e através de cultivares
resistentes (CAMILLO, 2010; GEREMIAS, 2008; SILVA et al., 2012; WAQUIL et al.,
2001). A resisténcia das plantas ao ataque de pragas conforme Wilde (2002)
abordou, representa a quantidade relativa de qualidades hereditarias possuidas pela
planta que influenciam a quantidade final de danos causados pela praga. Assim
como reportaram Vendramim e Guzzo (2009), essa resisténcia é resultante da
relacdo entre inseto e planta, e a identificacdo de uma planta ou variedade resistente
pode ser feita por meio de parametros que levam em consideracao tanto o inseto

(diferenca na populagdo, oviposi¢cdo, consumo, duragdo do ciclo bioldgico,
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fecundidade, etc.) como a planta (diferenca na sobrevivéncia, destruicdo dos
diferentes orgaos vegetais, producao, qualidade do produto, etc.).

Daves, Williams e Davis (2007) relacionaram que um método comum para
avaliar a resisténcia da planta seria examinar o impacto dos gendétipos sobre a
sobrevivéncia do inseto, crescimento e desenvolvimento. Para explorar essa
abordagem as pesquisas podem ser voltadas a transgenia ou a resisténcia natural
da planta.

Na transgenia, Viana e Potenza (2000) estudaram a nao preferéncia e
antibiose em gendtipos de milho selecionados, com resisténcia a Spodoptera
frugiperda (J. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), e encontraram resultados
satisfatérios quanto a resisténcia, assim como em estudo de Waquil, Villela e Foster
(2002) que testaram hibridos de milho Bt sobre S. frugiperda e concluiram que os
Bts, expressando as toxinas Cry 1F e Cry 1Ab, reduziram tanto a sobrevivéncia
como o desenvolvimento das larvas, sendo que o hibrido expressando a toxina Cry
1F mostrou-se praticamente imune ao ataque dessa praga.

Nesse mesmo enfoque, Huang, Leonard e Gable (2006) compararam a
suscetibilidade das trés maiores brocas do milho: Ostrinia nubilalis (Hubner, 1796)
(Lepidoptera: Crambidae), Diatraea grandiosellla (Dyar, 1911) (Lepidoptera:
Crambidae) e D. saccharalis criadas em dietas com extrato de folhas de milho com
Cry 1Ab e concluiram que D. saccharalis apresentou menor suscetibilidade para a
proteina Cry 1Ab que O. nubilalis e D. grandiosella. Pesquisa equivalente foi
realizada por Tan et al. (2011) que avaliaram a suscetibilidade de Ostrinia furnacalis
(Guenée, 1854) (Lepidoptera: Crambidae), O. nubilalis e D. saccharalis as toxinas
Cry1 e, obtiveram D. saccharalis como mais tolerante a Cry1F e mais suscetivel a
Cry1Ba dentre as trés brocas testadas.

Quanto a antibiose apresentada em cultivares ou genaétipos convencionais,
orresponde as alteragbes negativas ocorridas nos diferentes estadios de
desenvolvimento do inseto e desencandeadas por caracteristicas quimicas ou
deficiéncias nutricionais inerentes a planta hospedeira. Neste sentido pode-se
reportar pesquisa de Waquil, Boregas e Mendes (2008) que realizaram
experimentos de campo e laboratério para atestar a viabilidade de hospedeiros

alternativos a lagarta-do-cartucho e, relataram diferengas na biologia do inseto de
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acordo com o hospedeiro envolvido (sorgo, milheto, soja, braquiaria, etc.). Vale
ressaltar, que Parra, Panizzi e Haddad (2009) propuseram que a escolha do
alimento pelo inseto ndo é determinada somente pelos componentes nutritivos como
também pelas caracteristicas fisicas e pelos aleloquimicos das dietas. Logo, estes
aspectos podem interferir negativamente nos paréametros biolégicos do inseto
causando reducao populacional e, consequentemente, diminuicdo dos danos
econdmicos.

Considerando tais colocagbes e a importancia que D. saccharalis tem
assumido nos Uultimos anos, onde sua incidéncia e danos tornaram-se mais
frequentes com prejuizos que variam de 10 a 50 % nos rendimentos (CRUZ, 2007).
As pesquisas que abordem o conhecimento de fontes de resisténcia ou atestem o
potencial de materiais comercializados no pais contribuem significativamente para a
protegcdo dos cultivos agricolas. Nesse ambito, a pesquisa objetivou avaliar o efeito
de cultivares de milho convencionais e transgénicas no desenvolvimento de D.

saccharalis.

4.2 Material e Métodos

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Resisténcia de Plantas a Insetos,
do Departamento de Fitossanidade, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) - UNESP - Campus de Jaboticabal, no periodo de
novembro/2012 a fevereiro/2013. O milho foi cultivado em vasos com capacidade de
3 litros contendo terra e esterco na proporcdo 3: 1 e, 36 dias apds o plantio,
procedeu-se os testes em laboratério, sob temperatura média de 25 + 1°C, umidade
relativa de 60 + 10% e fotoperiodo de 12h.

As cultivares convencionais utilizadas foram: AG 7088, AG 5055, IAC 8390,
SHS 7780, 2B 587; e as transgénicas: DAS 2B707 HX, DKB 789 YG e DKB 390
VTPRO, selecionadas em testes de nao preferéncia para alimentacao.

Para realizar o estudo da antibiose foram utilizadas 60 lagartas recém-
eclodidas por tratamento, as quais foram individualizadas em copos plasticos com

capacidade para 145 mL, forrados, ao fundo com discos de papel filtro umedecidos
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com agua destilada (Figura 1). A individualizagao foi realizada com auxilio de pincel
de cerdas macias e devidamente esterilizado. Antes de ser oferecido as lagartas, o
material vegetal foi desinfetado em solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5 % por 3

minutos, lavados em agua corrente e colocados para secar em papel toalha (Figura
2).

Figura 1. Lagartas de Diatraea saccharalis individualizadas em copos plasticos utilizadas no
experimento de antibiose. Temperatura: 25 + 1°C; UR: 60 + 10%; fotoperiodo: 12h.
Jaboticabal/SP. 2012/2013.

Figura 2. Folhas de cultivares de milho convencionais e transgénicas apds assepsia e
dispostas para secagem em papel toalha. Jaboticabal/SP.2012/2013.



75

As lagartas foram observadas diariamente e o material substituido a cada
dois dias ou conforme necessidade. Nos quatro dias iniciais as larvas foram
alimentadas com seg¢des foliares devido ao comportamento da lagarta de
inicialmente raspar a superficie da folha, caminhando em diregéo a bainha (PINTO;
PARRA; OLIVEIRA, 2004). Apds esse periodo, a praga foi mantida em pedagos de
colmo retirados do terco médio da planta (Figura 3A), submetidos a corte
longitudinal para facilitar a visualizagdo das larvas no momento de troca de

alimento, durante todo o periodo larval (Figura 3B).

Figura 3. Colmos de milho para alimentacdo de larvas de Diatraea saccharalis (A) e corte
longitudinal para facilitar a troca de alimento (B). Temperatura: 25 + 1°C; UR: 60 + 10%;
fotoperiodo: 12h. Jaboticabal/SP. 2012/2013.

As variaveis observadas foram: duragao do periodo larval e viabilidade da
fase larval, peso de lagartas aos 16 e 21 dias de idade, duragéo do periodo pupal e
viabilidade da fase pupal, peso de pupas sexadas e com 24 horas de idade,
longevidade de adultos com alimento. A fecundidade foi avaliada individualizando
seis casais de cada cultivar e avaliando o numero de ovos, numero de posturas e
numero de ovos por postura e viabilidade dos ovos. Os casais foram
acondicionados em gaiolas de PVC com 10 cm de didmetro e 11 cm de altura
(Figura 4A), envoltas com papel sulfite, para a oviposi¢ao, e cobertas em uma das
extremidades com tecido “voile” para evitar fugas. Chumacgos de algodao hidréfilo
foram embebidos em solugéo de mel a 10% para a alimentagdo dos individuos. As
posturas foram retiradas diariamente e contou-se os ovos e as posturas, com

posterior célculo do numero de ovos por postura (Figura 4B).
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Figura 4. Casal de adultos de Diatraea saccharalis (A) e folhas de papel sulfite retiradas de
gaiolas contendo posturas em diferentes estagios de coloragéo (B). Temperatura: 25 + 1°C;
UR: 60 = 10%; Fotoperiodo: 12h. Jaboticabal/SP. 2012/ 2013.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade e quando nao
atenderam a curva de normalidade, foram transformados em v, 1/V'x ou log x. Em
seguida, realizou-se andlise de variancia e teste de comparagdo de meédias pelo
Teste de Tukey, ambos realizados pelo programa ASSISTAT versao 7.6 beta
(SILVA, 2014).

Paralelamente ao experimento para acompanhamento do ciclo bioldégico de
D. saccharalis em cultivares de milho, colmos foram retirados de plantas com idade
de 55 dias de plantio, individualizados por cultivar em sacos plasticos e levados ao
laboratério. No Laboratério de Resisténcia de Plantas a Insetos, os mesmos foram
lavados em agua corrente, submetidos por 3 minutos em solugdo com detergente a
0,05% e em seguida foram novamente lavados em agua corrente (quatro
repeticbes). Posteriormente foram dispostos em papel toalha para secagem e
armazenados em sacos de papel para secagem em estufa a 60°C por 48°C.
Decorrido esse periodo, procedeu-se com moagem em moinhos de faca até
redugdo em po vegetal a baixa granulometria (NOGUEIRA et al., 1998) (Figura 5).
As amostras devidamente identificadas foram enviadas ao Laboratoério de Produtos
Vegetais, localizado no Departamento de Ciéncias dos Alimentos da Universidade
Federal de Lavras, MG. A obtencdo dos extratos foi realizada segundo Larrauri,
Rupérez e Saura-Calixto (1997) e o conteudo de fendis e lignina foi determinado

pela técnica de Waterhouse (2001).
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Figura 5. Amostras de colmos de milho convencionais e transgénicas moidas para analise
de fendis totais e lignina. Jaboticabal/SP. 2013.

4.3 Resultados e Discussao

O desenvolvimento biolégico de D. saccharalis mostrou alguns parametros
amostrados que diferiram entre si. Na Tabela 1 foram abordados quesitos relativos a
fase larval, onde as cultivares AG 7088, SHS 7780 e AG 5055 mantiveram as
maiores médias de peso larval tanto aos 16 quanto aos 21 dias de idade,
contrariamente ao apresentado pelas cultivares IAC 8390 e 2B 587 que mantiveram
0 menor peso larval nos periodos avaliados. Em geral, as lagartas consomem
relativamente grande quantidade de alimento, possuem capacidade intestinal grande
e rapidamente digerem o alimento. Entretanto, por serem pouco seletivas, muitas
vezes, acabam por ingerir partes das plantas pouco nutritivas como nervuras ou
tecidos, metabolicamente pobres (PANIZZI; PARRA, 2009). Assim, o ganho de peso
das larvas pode representar uma melhor adequacao nutricional da dieta alimentar.
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Tabela 1. Médias dos pesos (mg) de lagartas de Diatraea saccharalis com 16 dias e 21
dias de idade, alimentadas com cultivares de milho e duragéo (dias) do periodo larval.
Temperatura: 25 = 1°C; UR: 60 = 10%; fotoperiodo: 12h. Jaboticabal/SP. 2012/2013.

Fase Larval ("

Cultivares Peso com 16 dias Peso com 21 dias Duragio (dias)

(mg)® (mg)®
AG 5055 16,40 ab 40,90 ab 37,17 a
IAC 8390 11,50 ¢ 3410 b 38,34 a
SHS 7780 15,20 ab 40,70 ab 39,08 a
2B 587 14,80 bc 38,00 b 37,31 a
AG 7088 19,70 a 50,80 a 39,00 a
DAS 2B707 HX-T  -®@ @ @
DKB 789 YG -T (@) @ (@
DKB 390 VTPRO -T  -®@ @ -
F (TRATAMENTO) 6,77 ** 4,41 * 0,70 "
CV (%) 29,31 55,06 5,29

"' Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. @ Todas as lagartas alimentadas com essas cultivares morreram
(variancia nula).(?’) Para analise os dados foram transformados em +/x-.“” Para analise os dados foram
transformados em log x.

A duracédo da fase larval de D. saccharalis nao foi afetada pelas cultivares,
pois ndo houve diferenga entre os tratamentos. Quando ha um prolongamento de
instar do inseto, isto ocorre normalmente para compensar as deficiéncias
nutricionais ou toxicidade dos substratos alimentares. As cultivares transgénicas
ocasionaram a morte das larvas num periodo entre trés a quatro dias apos a
implantagcéo do experimento, impossibilitando o acompanhamento do ciclo biolégico
(Tabela 1). Fato similar aos estudos de Huang, Leonard e Gable (2006) que
obtiveram mortalidade de 94% para larvas de D. saccharalis, quando expostas ao
milho Bt por 4 dias. Mendes et al. (2011) também reportaram os efeitos negativos do
milho Bt, mas em S. frugiperda, onde a biomassa média das larvas foi
significativamente reduzida em comparag¢ao a do milho ndo Bt e, as larvas que n&o
morreram, ao se alimentar do milho Bt, tiveram o seu desenvolvimento
comprometido.

Os mecanismos da antibiose geralmente envolvem produtos quimicos toxicos
ou deficiéncias nutricionais (DUCK; EVOLA, 1997). Quando se relaciona os dados
da fase larval com a composicdo quimica de fendis totais e lignina contidos nos

colmos (Figura 6), pode-se observar que o menor peso das larvas nas cultivares IAC
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8390 e 2B 587 ocorre simultaneamente a maior concentracdo de lignina entre os
materiais convencionais, possuindo estes valores inferiores apenas as cultivares
transgénicas DKB 390 VTPRO e DAS 2B707. A lignina é encontrada nas paredes
celulares de varios tipos de tecidos de sustentacdo e vascular (traqueides e
elementos de vaso); sua resisténcia fisica coibe seu consumo pelos herbivoros e
sua estabilidade quimica torna-a relativamente indigerivel por esses animais
(GERSHENZON; ENGELBERTH, 2013). Logo, maiores concentracbes deste
componente interfere principalmente na fase larval, pois oferece uma barreira
mecéanica que dificulta o habito alimentar das lagartas. A dureza das estruturas
lignificadas pode atuar como deterrente fisico para os insetos e, a semelhanca da
silica, provoca o desgaste das mandibulas, impedindo ou dificultando a mastigagao
e a ingestao dos tecidos dessas plantas (VENDRAMIM; GUZZO, 2009).

Outro aspecto relevante ocorreu nas cultivares AG 7088, SHS 7780 e AG
5055 que apresentaram os maiores pesos larvais e menores concentragdes de
lignina, que repercutiram positivamente na alimentagao das larvas de D. saccharalis.
Em sintese, varios dos componentes da parede celular mostram um papel
determinante na resisténcia de milho a pragas e doengas. No entanto, os
mecanismos de defesa sdo muito complexos e variam entre as mesmas espécies de
plantas (SANTIAGO; BARROS-RIOS; MALVAR, 2013).

Composicao Quimica de Colmos

6,00

m Fendis Totais (%) = Lignina (%)
5,00

4,00

3,00

2,00 -
' I |
0,00

AG 5055 IAC 8390 SHS 7780 2B 587 AG 7088 DAS2B707 DKB 390
HX VTPRO

Figura 6: Porcentagem de fendis totais e lignina em massa seca de cultivares de milho
convencionais e transgénicas. Jaboticabal/SP. 2012/2013.
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Para a fase pupal de D. saccharalis (Tabela 2) foi verificada diferencga
significativa entre os tratamentos para o peso de pupa macho. As cultivares AG
5055 e IAC 8390 propiciaram maior média de peso pupal para machos, ainda que
similares aos apresentados pelas cultivares SHS 7780 e 2B 587. O menor peso de
pupa macho foi apresentado para lagartas alimentadas na cultivar AG 7088,
provavelmente pela presenga de substancias toxicas, pois esse material apresentou
o maior indice de fendis totais dentre as cultivares testadas (Figura 6). As classes
quimicas mais frequentes encontrados com efeitos anti-alimentares e/ ou reducéo de
crescimento sdo os terpendides, alcaldides, flavonoides, glucdsidos cianogénicos e
4cidos hidroxamicos (DUCK; EVOLA, 1997).

As pupas fémeas mantiveram média de peso semelhante em ambos os
tratamentos e nao diferiram entre si. No entanto, para duragéo do periodo pupal foi
observada diferenca estatistica entre as cultivares com o material 2B 587
apresentando um prolongamento na duragcdo dessa fase (8,80 dias) quando
comparado com AG 7088. A cultivar AG 7088 apresentou a menor duragao pupal
(8,15 dias), apesar destes periodos serem inferiores aos resultados obtidos por
Bortoli et al. (2003) para a broca do colmo, em condigcbes de laboratério e
alimentada com sorgo, variando de 6 a 9 dias e, por Freitas et al. (2007) para
Diatraea flavipennella (Box, 1931) (Lepidoptera: Crambidae) alimentada em dieta
artificial com duracdo média da fase pupal de 12,75 dias.

Outro aspecto observado na fase pupal da broca foi a porcentagem de pupas
deformadas (Figura 7) conforme Parra (2009) relacionou como causadas pela
interacdo de propriedades fisico-quimicas e deficiéncias nutricionais. Nos
tratamentos foram verificadas como frequentes: atrofia e deformagdes de antenas,
deslocamento de pecas bucais, deformacao de urémeros com descaracterizacao da
terminalia, enegrecimento e retencdo de caracteres morfolégicos larvais.

As cultivares que apresentaram os valores mais elevados de deformagdes a
D. saccharalis morfolégicas foram AG 5055 (25,49%) e AG 7088 (18%)
concomitantemente com os mais altos valores de fendis totais (Figura 6). Deve-se
ressaltar dois aspectos desse dado: a deformacdo de pupas pode representar uma
dieta desfavoravel, que compromete a formacdo de adultos normais e o teor de

fendis totais existente nesses materiais, que incluem fendis simples e outros
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glicosilados, acidos fenol-carboxilicos, derivados dos acidos benzdico e cinadmico, a-
pirones (cumarinas e isocumarinas), ligninas, flavonéides (flavononas, antocianinas
e catequinas) e quinonas (STANGARLIN et al., 2011). Algumas destas substancias

s&o relatadas muitas vezes como toxicas ou prejudiciais a biologia dos insetos.

Tabela 2. Médias dos pesos (mg) de pupas de Diatraea saccharalis alimentadas com
cultivares de milho e duragéo do periodo pupal. Temperatura: 25 + 1°C; UR: 60 + 10%;
fotoperiodo: 12h. Jaboticabal/SP. 2012/2013.

Cultivares Fase Pupal
Peso Pupa Macho (mg) Peso Pupa Fémea (mg) Duracéo (dias)

AG 5055 77,30 a 96,80 a 8,70 ab
IAC 8390 77,10 a 100,30 a 8,56 ab
SHS 7780 72,10 ab 99,00 a 8,71 ab
2B 587 72,10 ab 92,90 a 8,80 a
AG 7088 61,70 b 84,60 a 8,15b
DAS 2B707 HX-T -® -@) -@)
DKB 789 YG -T @ @ @)
DKB 390 VTPRO -T -® -2 @)
F (TRATAMENTO) 4,51 ** 2,56 * 2,51*
CV (%) 20,84 19,34 11,8

") Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. @ Todas as lagartas alimentadas com essas cultivares morreram
(variancia nula). T = cultivar transgénica.
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Pupas Deformadas (%)

25,49

18,00
8,88
4,87 4,44
AG 5055 IAC 8390 SHS 7780 2B 587 AG 7088

Figura 7. Porcentagem de pupas deformadas de Diatraea saccharalis oriundas de
alimentagao em cultivares de milho convencionais. Temperatura: 25 + 1°C; UR: 60 + 10%);
fotoperiodo: 12h. Jaboticabal/SP. 2012/2013.

Quanto as possiveis interferéncias das cultivares na fase reprodutiva de D.
saccharalis (Tabela 3) foram verificados que os materiais AG 5055 com média de
339,67 ovos, IAC 8390 com média de 312 ovos e 2B 587 com média de 250,83 nao
diferiram entre si, ou seja, demonstraram serem as mais favoraveis ao desempenho
reprodutivo da broca, pois os valores foram proximos aos reportados por De Conti
(2012) trabalhando com o mesmo lepidéptero, em temperatura de 25°C e em dieta
artificial obteve média de 304,56 ovos.

A cultivar SHS 7780 representou a cultivar com a maior média de ovos
(375,67) e a cultivar AG 7088 demonstrou a menor média de ovos. Nos parametros
de numero de posturas a média oscilou entre 19 a 27,5 e numero de ovos por
postura ficou entre 8,23 e 17,24; nao demonstrando diferenga significativa, pois os
materiais proporcionaram resultados similares (Tabela 3). Contudo, ao analisar a
viabilidade destes ovos, houve distingdo de acordo com as cultivares testadas,
permitindo ao material SHS 7780 viabilidade de quase 90% (88,39%) e a cultivar AG
7088, além de apresentar menor média de ovos dos materiais, proporcionou a
menor viabilidade entre as cultivares proximo a 55% (54,66%), demonstrando que tal
cultivar afetou negativamente a fecundidade das fémeas adultas, destacando-se que

estas foram decorrentes de pupas com pesos inferiores, que Parra (2009) indicou



83

existir correlagdo entre peso de pupa e capacidade de postura. Para as demais

cultivares a viabilidade foi intermediaria.

Tabela 3. Numeros médios de ovos, postura e de ovos por postura e viabilidade de ovos (%)
de Diatraea saccharalis, cujas lagartas foram alimentadas com cultivares de milho.
Temperatura: 25 £ 1°C; UR: 60 = 10%; fotoperiodo: 12h. Jaboticabal/SP. 2012/2013.

Fecundidade'

Cultivares Numero de Nuamero de Numero de Ovos Viabilidade dos

Ovos por Posturas por Postura Ovos (%)
Fémea

AG 5055 339,67 ab 25,33 a 17,25 a 72,39 ab

IAC 8390 312,00 ab 26,00 a 13,16 a 75,96 ab

SHS 7780 375,67 a 25,66 a 16,60 a 88,39 a

2B 587 250,83 ab 19,00 a 12,68 a 82,36 a

AG 7088 164,83 b 27,50 a 8,23 a 54,66 b

DAS 2B707 HX-T  -©@ -@ -@ -@

DKB 789 YG -T - @ -@ - @ -@

DKB 390 VTPRO -T - ® - @ - @ - @

F (TRATAMENTO) 3,08 * 0,40 "™ 1,44 " 3,97 *

CV (%) 40,09 51,31 54,07 21,04

) Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. @ Todas as lagartas alimentadas com essas cultivares morreram
(variancia nula). T = cultivar transgénica.

Nao foram constatadas diferencas significativas entre os parametros de
longevidade de machos e fémeas e duragéo do ciclo larva-adulto (Tabela 4).

Na perspectiva da viabilidade larval, pupal e total (Tabela 5), os resultados
demonstraram que a menor viabilidade larval ocorreu na cultivar IAC 8390 (71,92%)
que pode ser explicada pelo alto teor de lignina nesse substrato alimentar, pois as
ligninas possuem capacidade de ligagao a celulose e as proteinas, o que reduz a
digestibilidade dessas substancias (GERSHENZON; ENGELBERTH, 2013) e
provavelmente foram responsaveis por interferir nesse paradmetro da praga. Quanto
a viabilidade pupal, a cultivar AG 5055 representou a menor porcentagem (72,55%),
contudo foi reponsavel pela segunda maior concentracao de fendis totais (Figura 6)

e maior percentual de deformacado pupal. Tais consideragdes permitem sugerir que
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essa cultivar interferiu negativamente neste aspecto da biologia, pois os compostos
fendlicos estdo envolvidos em mecanismos de resisténcia do tipo antibiose
(GUIMARAES et al., 2008).

Tabela 4. Médias da longevidade (dias) de adultos de Diafraea saccharalis, cujas lagartas
foram alimentadas com cultivares de milho e duragdo (dias) do ciclo de larva-adulto.
Temperatura: 25 = 1°C; UR: 60 = 10%; fotoperiodo: 12h. Jaboticabal/SP. 2012/2013.

Longevidade (Dias) "

Cultivares Duragio Larva a Adulto (Dias) "
Machos Fémeas

AG 5055 391a 3,64 a 50,72 a
IAC 8390 3,64 a 3,77 a 51,05 a
SHS 7780 325a 391a 51,67 a
2B 587 3,16 a 3,07 a 49,77 a
AG 7088 3,06 a 3,65a 4921a
DAS 2B707 HX -T -@ -@ -@
DKB 789 YG -T -@ -@ -@
DKB 390 VTPRO -T -@ -@ - @

F (TRATAMENTO) 3,07 * 1,00 ™ 075"
CV (%) 29,68 34,49 7,34

") Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. @ Todas as lagartas alimentadas com essas cultivares morreram
(variancia nula). ® Para analise os dados foram transformados em 1/4x. T = cultivar transgénica.

A viabilidade total recebeu efeitos negativos quando as larvas de D.
saccharalis foram alimentadas nas cultivares AG 5055 (61,67%) e AG 7088
(61,67%), que foram apresentados cumulativamente, principalmente nesta ultima,
pois 0 peso larval foi superior, indicando que as larvas necessitaram ingerir mais
alimento para compensar a inadequacao da dieta e, ainda assim, apresentaram
menor peso pupal para machos e fémeas. Além das consequencias diretas na
fecundidade de adultos, todas estas interferéncias conjuntamente com o maior teor
de fendis totais diagnosticado entre as cultivares, explicam a impropriedade
nutricional desse material, ou conforme Boi¢ca Junior et al. (2013) reportaram, a
antibiose representa influéncia negativa pela presenca de atributos quimicos e/ou

fisicos que dificultam o crescimento e desenvolvimento do inseto, provocando
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alteragcbes como prolongamento do ciclo biolégico, deformacdo e mortalidade nas
diferentes fases do desenvolvimento, menor peso e tamanho dos individuos, dentre
outros.

Tabela 5. Viabilidade larval, pupal e de adultos de Diatraea saccharalis, cujas lagartas foram
alimentadas com cultivares de milho. Temperatura: 25 + 1°C; UR: 60 + 10%; fotoperiodo:
12h. Jaboticabal/SP.2012/2013.

Cultivares Viabilidade Larval (%) Viabilidade Pupal (%) Viabilidade Total (%)
AG 5055 85,00 72,55 61,67

IAC 8390 71,92 92,68 66,67

SHS 7780 75,00 95,55 71,67

2B 587 75,00 88,89 66,67

AG 7088 83,33 74,00 61,67

DAS 2B707 HX -T -0 -0 -0

DKB 789 YG -T - -0 -

DKB 390 VTPRO -T -M M .M

1 . , P .
™ Todas as lagartas alimentadas com essas cultivares morreram (variancia nula). T= cultivar
transgénica.
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4.4 Conclusoes

- A cultivar de milho convencional AG 7088 €& moderadamente resistente na
categoria antibiose por apresentar pupas deformadas, menor numero de ovos por
fémea e menor viabilidade de ovos;

- As cultivares convencionais AG 7088 e AG 5055 apresentam maiores teores de
fenodis totais;

- As cultivares transgénicas DAS 2B 707 HX, DKB 789 YG e DKB 390 VTPROS sao

altamente resistentes na categoria antibiose.
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