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RESISTENCIA DE MILHO CONVENCIONAL E TRANSGENICO E EFEITOS DA
IDADE DA PLANTA NO DESENVOLVIMENTO DE Spodoptera frugiperda (J. E.
SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO - Dentre as principais pragas da cultura do milho (Zea mays L.), a
lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), é considerada
a mais prejudicial. Por ser uma praga polifaga e ocorrer em todas as regides
produtoras, tanto na primeira safra, como nos de segunda safra (safrinha), causa
consideraveis perdas na producdo. Com a frequente utilizacdo do milho transgénico,
populacdes de insetos resistentes as proteinas Bt sdo a maior ameaca a essa
tecnologia. Portanto, o presente estudo tem por objetivo avaliar em condi¢cdes de
campo a infestacdo de S. frugiperda em hibridos de milho convencional e
transgénicos com diferentes eventos Bt e os danos causados pelo ataque da lagarta;
e, em laboratério, avaliar o efeito do milho Bt e ndo Bt no desenvolvimento de
lagartas de S. frugiperda. Nos experimentos conduzidos em condi¢cdes de campo
foram avaliados os danos causados pela lagarta nos diferentes estadios do milho.
Foi constatado que os hibridos Bt com as tecnologias Herculex® (Cry1F) e Optimum
Intrasect® (CrylF + CrylAb) tiveram danos semelhantes ao hibrido ndo Bt avaliado.
O hibrido com tecnologia Viptera® (VIP3Aa20) apresentou menores notas de dano
causado por S. frugiperda. Em condicfes de laboratério, foi avaliada a influéncia dos
diferentes hibridos de milho no desenvolvimento de lagartas de primeiro e terceiro
instar. As seguintes variaveis foram analisadas: tempo de sobrevivéncia em lagartas
de primeiro instar; duracdo das fases larval e pupal, peso de lagartas aos 14 dias de
idade, sobrevivéncia larval aos 14 dias e da fase larval, viabilidade pupal, peso de
pupas com 24 horas de idade, porcentagem de pupas e adultos deformados, razéao
sexual, longevidade dos adultos e duracdo do ciclo para as lagartas de terceiro
instar. As principais variaveis biolégicas de S. frugiperda, como periodo larval, peso
de pupas e longevidade de adultos foram afetadas em fun¢éo do tamanho da lagarta
exposta ao hibrido transgénico, pela idade da planta e pela proteina inseticida
expressa pela planta de milho Bt. As lagartas de primeiro instar sdo mais suscetiveis
que as lagartas de terceiro aos efeitos das toxinas Bt, independente da tecnologia.
Lagartas de terceiro instar alimentadas com hibridos de milho com as tecnologias
PowerCore™, Herculex® e Optimum Intrasect® tém desenvolvimento similar as
lagartas alimentadas com milho n&o Bt.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho; Zea mays; milho Bt; resisténcia de plantas a
insetos.



RESISTANCE OF CONVENTIONAL AND TRANSGENIC MAIZE AND EFFECTS
OF PLANT AGE IN THE DEVELOPMENT OF Spodoptera frugiperda (J. E.
SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT — Among the main pests of the maize crop (Zea mays L.), the fall
armyworm, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), can be considered the
most damaging. Because it is a polyphagous pest and occurs in all producing
regions, both in the first crop and in the off-season, its causes considerable losses in
prodution. With the frequent use of transgenic maize, insect populations resistant to
Bt proteins are the greatest threat to this technology. Therefore, the present study
aims to evaluate in field conditions the infestation of S. frugiperda in conventional and
transgenic maize hybrids with different Bt events and the damages caused by the
caterpillar attack; and in the laboratory, to evaluate the effect of Bt and non-Bt maize
on the development of S. frugiperda caterpillars. In the experiments conducted under
field conditions, the damage caused by the caterpillar in the different corn stages was
evaluated. It was found that the Bt hybrids with Herculex® (CrylF) and Optimum
Intrasect® (CrylF + CrylAb) technologies had similar damages to the non-Bt hybrid
evaluated. The hybrid with Viptera® technology (VIP3Aa20) was the most efficient in
the control of S. frugiperda. In the second phase, under laboratory conditions, the
influence of the different maize hybrids on the development of first and third instar
caterpillars was evaluated. The following variables were analyzed: survival time in
first instar caterpillars; larval and pupal stages, pupal viability, pupal weight at 24
hours, percentage of deformed pupae and adults, sex ratio, longevity of pupae and
larval stages, larval stage survival at 14 days and pupal viability. The main biological
variables of S. frugiperda, such as larval period, pupal weight and adult longevity
were affected by the size of the caterpillar exposed to the transgenic hybrid, by the
age of the plant and by the insecticidal protein expressed by the Bt maize plant. First
instar caterpillars are more susceptible than third caterpillars to the effects of Bt
toxins, regardless of technology. Third instar larvae fed corn hybrids with
PowerCore™, Herculex® and Optimum Intrasect® technologies have similar
development to caterpillars fed on non-Bt maize.

Key-words: Fall armyworm, Zea mays, Bt maize, host plant resistance.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducéo

Mundialmente, a cultura do milho (Zea mays L.) € uma das mais importantes
no contexto econdmico e social, com producao superior a 930 milhdes de toneladas
na safra 2016/2017, sendo o Brasil o terceiro produtor mundial, depois dos EUA e
China (USDA, 2018). No Brasil, a &rea cultivada de milho foi de 17,5 milhdes de ha,
na safra 2016/2017, correspondendo a producéo de 97,7 milhdes de toneladas, com
produtividade média de 5.554 kg ha™ (CONAB, 2017). Apesar da importancia da
cultura, sua produtividade ainda € considerada baixa, onde se destaca o ataque de
pragas como um dos principais fatores responsaveis pela baixa produtividade.

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) causa injurias
em praticamente toda a fase vegetativa do milho, e em funcdo destas, foram
observadas reducdes significativas nos indices de produtividade das lavouras,
podendo chegar a perdas de até 100%, caso ndo sejam adotadas estratégias de
controle (FARINELLI; FORNASIERI FILHO, 2006; FERNANDES; CARNEIRO, 2006;
FIGUEIREDO; MARTINS-DIAS; CRUZ, 2006; ARAUJO et al., 2011; MICHELOTTO
et al., 2011; TOSCANO et al.; 2012).

O controle de S. frugiperda através da pulverizacdo de inseticidas foi, durante
muitos anos, a principal forma de controle na cultura do milho (DIEZ-RODRIGUEZ;
OMOTO, 2001), porém, o curto tempo de desenvolvimento e alta fecundidade dessa
praga aliados ao uso indiscriminado desses produtos implicou na selecdo de
populacdes de insetos resistentes (YU, 2006; YU; McCORD JR., 2007; CARVALHO
et al., 2013).

A continua busca de alternativas de controle possibilitou o desenvolvimento
de novas tecnologias, como plantas de milho geneticamente modificadas (GM) que
expressam proteinas inseticidas da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner, 1915
(Eubacteriales: Bacillaceae) (Bt). O milho Bt € uma importante tatica de protecéo de
plantas dentro do Manejo Integrado de Plantas (MIP), pois além de reduzir as perdas
causadas por pragas (BETZ;, HAMMOND; FUCHS, 2000), auxilia na reducédo da
aplicacdo de inseticidas (ROMEIS; MEISSLE; BIGLER, 2006) e, aliado a alta



seletividade, pode proporcionar uma producdo mais sustentdvel (COMAS et al.,
2013).

A adocdao de plantas de milho Bt representa grande importancia na cultura do
milho. Segundo o relatério anual da International Service for the Acquisition of Agri-
Biothec Applications (ISAAA), o Brasil € o segundo maior produtor de transgénicos
no mundo, a frente da Argentina e atrdas dos EUA (ISAAA, 2017). No Brasil, a
adocéao de plantas de milho Bt na safra 2016/17 foi de 88,4% da area semeada nos
cultivos de ver&o e inverno, o que representa 15,7 milhdes de hectares (CELERES,
2017).

Apesar dos beneficios, a utilizacdo de plantas transgénicas tem despertado o
interesse dos pesquisadores e dos 6rgdos de regulamentacdo, principalmente sobre
a possibilidade de evolucéo de resisténcias de pragas as proteinas Bt (TABASHNIK;
BREVAULT; CARRIERE, 2013). O primeiro relato confirmado de resisténcia de S.
frugiperda ao milho Bt ocorreu em Porto Rico, a proteina CrylF (STORER et al.,
2010). No Brasil foi constatada a resisténcia de S. frugiperda as proteinas CrylF
(FARIAS et al., 2014) e CrylAb (OMOTO et al., 2016).

Desse modo, considerando-se a importancia de S. frugiperda como praga de
milho, bem como a importancia de estudos desse inseto em milho com diferentes
toxinas Bt no Brasil, o presente estudo tem por objetivo avaliar em condi¢cdes de
campo a infestacdo de S. frugiperda em hibridos de milho convencional e
transgénicos com diferentes eventos Bt e as injurias causadas pelo ataque da
lagarta, e em laboratério, comparar a resisténcia dos hibridos em diferentes estadios
da planta no desenvolvimento da lagarta-do-cartucho.

2. Reviséo de literatura
2.1 A cultura do milho
O milho (Zea mays L.) € uma espécie diploide e alogama, pertencente a

familia Poaceae (Gramineae). E considerada uma das plantas cultivadas mais

antigas e um dos vegetais superiores mais estudados, além de possuir detalhada



caracterizagdo genética. Hoje, € uma cultura totalmente dependente da acgdo do
homem, devido sua intensa domesticagdo (COSTA SANTOS, 2009).

Acredita-se que a cultura do milho seja originaria da América do Norte, e as
evidéncias apontam que a descoberta da espiga antiga foi na regido sudeste do
México (BUCKLER; STEVENS, 2006). Varias hipoteses foram levantadas a respeito
da sua descendéncia, porém, as mais consistentes sdo as que afirmam que o milho
teria se teria se originado do teosinte, através da selecédo praticada pelo homem
(GALINAT, 1977; BEADLE, 1978).

Possui ampla variabilidade genética sendo identificadas atualmente cerca de
300 racas e, dentro de cada raca, inUmeras variedades. Além disso, essa cultura
também possui ampla adaptacdo ambiental e uma grande diversidade para
caracteres quantitativos e qualitativos, incluindo a composicdo quimica dos graos,
reacdo a doencas, capacidade produtiva, arquitetura de planta, ciclo, entre outros
(PATERNIANI; NASS; SANTOS, 2000).

Estudos afirmam que ha cerca de 4.000 anos o milho ja existia como cultura e
apresentava as principais caracteristicas morfolégicas que o definem botanicamente
na atualidade. Apds a descoberta da América, o milho foi levado para a Espanha,
Portugal, Franca, e lItalia, onde foi inicialmente cultivado em jardins, mas como
planta exdtica e ornamental. Uma vez reconhecido seu valor alimentar, passou a ser
cultivado como planta econdmica e difundiu-se para o resto da Europa, Asia e Norte
da Africa (CAMPOS; CANECHIO FILHO, 1987).

Em funcao do seu potencial produtivo, composi¢édo quimica e valor nutricional,
o milho é considerado um dos mais importantes cereais cultivados e consumidos em
todo o mundo, tanto para alimentacdo humana quanto para alimentagdo animal.
Devido a multiplicidade de aplica¢des nos diversos segmentos da atividade humana,
desempenha importante papel socioecondmico, além de constituir matéria-prima nos
diversificados complexos agroindustriais (FANCELLI; DOURADO NETO, 2004).

No Brasil, a cultura do milho apresenta grande dispersdo geografica, uma vez
gue é produzida, praticamente, em todo territério nacional, onde é explorado na
maioria das propriedades agricolas, desde a pequena propriedade rural, onde é
produzido com baixa tecnologia, até em grandes areas, com emprego de alta
tecnologia e elevada produtividade (AGRIANUAL, 2014). Dados da Companhia



Nacional de Abastecimento (CONAB, 2017) mostram que na safra 2016/17 a é&rea
cultivada com o cereal no pais foi de aproximadamente 17 milh6es de hectares,
sendo que em torno de cinco milhdes foi cultivado na primeira safra e 12 cultivados
na segunda safra.

O milho é cultivado durante o ano todo, sendo a producéo dividida em duas
épocas de plantio, o plantio de verdo, ou primeira safra, e o plantio na chamada
segunda safra, ou safrinha (TSUNECHIRO et al., 2006). A Regido Sul comeca o
plantio do milho de primeira safra em julho, mas com picos de semeadura de agosto
a outubro. As Regifes Sudeste, Centro-Oeste e Norte, com excecdo do Tocantins,
plantam de outubro a dezembro; os estados do Maranh&o, Tocantins, Piaui e Bahia
plantam de novembro a fevereiro; e o restante da Regido Nordeste (Ceara, Rio
Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco) semeiam a partir de janeiro, se o regime
pluviométrico permitir (CONAB, 2017). O milho de segunda safra geralmente é
semeado em fevereiro ou marc¢o, quase sempre depois da soja precoce. As areas de
cultivo predominam na regido Centro-Oeste e no Sudeste, nos estados do Parana e
S&o0 Paulo (FORNASIERI FILHO, 2007; SANS; GUIMARAES, 2010).

2.2 Aspectos bioecoldgicos de Spodoptera frugiperda

A lagarta-do-cartucho é nativa das zonas tropical e subtropical das Américas,
com distribuicdo abrangente desde o sul do Canada até a Argentina. Foi
reconhecida pela primeira vez em 1797, na Geérgia (EUA) por J. E. Smith. No Brasil,
0s primeiros relatos de ocorréncia foram nos estados de Pernambuco, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Distrito Federal, Sdo Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.
Encontra-se presente em todas as regides de cultivo, em fungdo das condi¢des
favoraveis para o seu desenvolvimento (CRUZ et al., 2013).

Apesar de apresentar preferéncia alimentar por poaceas (BUSATO et al.,
2005), S. frugiperda é um inseto polifago, com cerca de 180 espécies de plantas
hospedeiras em sua zona de ocorréncia (CASMUZ et al., 2010), destacando-se além
do milho (Z. mays), sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), arroz (Oryza sativa L.),

algodédo (G. hirsutum), amendoim (Arachis hypogaea L.), soja (Glycine max L.),



hortalicas, dentre outros (CRUZ, 1995; CAPINERA, 2002; POGUE, 2002; YU,
NGUYEN; ABO-ELGHAR, 2003; SA et al., 2009; CASMUZ et al., 2010).

Apresenta desenvolvimento holometabdlico, ou seja, passa pelas fases de
ovo, larva, pupa e adulto. O adulto € uma mariposa, com cerca de 35 mm de
envergadura e o comprimento do corpo é de cerca de 15 mm, com coloragéo cinza.
As asas anteriores do macho possuem manchas mais claras, diferenciando-os das
fémeas. As asas posteriores de ambos o0s sexos séo claras e circundadas por linhas
marrons. A abertura anal nas fémeas é um traco reto longitudinal e, nos machos, &
um trago reto longitudinal, seguido de curvas laterais circundantes (CRUZ, 1995;
POGUE, 2002).

Os adultos tém habito noturno e ndo sdo ativos durante o dia. Quando
perturbados, voam de maneira erratica até encontrarem outro esconderijo nas
proximidades. Sua atividade diaria inicia-se com o pér do sol, quando as mariposas
se movimentam nas proximidades das plantas hospedeiras mais favoraveis a sua
alimentacéo, acasalamento e oviposicdo. Essa atividade atinge o pico duas a quatro
horas depois do inicio, quando as condicfes de temperatura sdo mais favoraveis
(SPARKS, 1979; CRUZ, 1995).

Apés o acasalamento, a fémea faz a postura nas folhas de milho, em grupos
de 50 a 300 ovos, podendo chegar a 1.000 ovos por fémea, formando uma massa
de ovos sobrepostos entre si. Os ovos sao circulares, com diametro de 0,39 mm
guando visto de cima, e em vista de perfil a forma é oblonga esferoidal. Logo apds a
postura, 0 ovo apresenta coloracdo verde-clara, passando para uma coloracao
alaranjada ap6s 12 a 15 horas. Proximo a eclosdo das lagartas, mostra-se
escurecido, devido cor escurecida da capsula cefalica. A massa de ovos é coberta
por uma camada fina de escamas, colocada pela fémea por ocasido da postura
(GALLO et al., 2002).

A primeira alimentacdo das lagartas recém-eclodidas € o corio. Depois
permanecem em repouso por um tempo varidvel de duas a 10 horas. Assim que
encontram hospedeiros adequados, comecam a se alimentar, de preferéncia, das
folnas centrais e novas do cartucho. Logo apés a eclosédo, as larvas sé&o
esbranquicadas, mas apos a alimentacao tornam-se e medem aproximadamente 1,9
mm de comprimento (CRUZ; VIANA; WAQUIL, 1999; BUSATO et al., 2004).



A medida que se desenvolvem, passam a perfurar as folhas e também a
penetrar no colmo através do cartucho, o que prejudica o desenvolvimento da
planta, causando o sintoma conhecido como “coracdo morto”. Essa espécie também
ataca as espigas, ocasionando ma formacédo ou até mesmo a nao formacédo dos
graos. Ocorrem também danos indiretos causados por seu ataque, pois as injarias
sdo portas de entrada de fungos e bactérias causadores de varias doencas,
diminuindo o potencial de producao e a qualidade dos graos (CRUZ, 1995).

Ao atingir seu maximo desenvolvimento, as lagartas apresentam o corpo
cilindrico, com coloragdo marrom-acinzentada no dorso, esverdeada nas partes
ventral e subventral, sendo que esta Ultima apresenta mancha de coloracdo marrom
avermelhada. As linhas dorsais e subdorsais sdo proeminentes (CRUZ; VIANA,
WAQUIL, 1999). Apresentam um “Y” invertido na parte frontal da cabega e medem
aproximadamente 35-40 mm de comprimento (CRUZ et al., 1997). Durante a fase
larval, o inseto pode apresentar de quatro a sete instares, variando conforme a fonte
de alimento, temperatura, sexo e genética (POLANCZYK, 2004). Ap6s completarem
o desenvolvimento larval, penetram no solo, onde constroem galerias e se
transformam em pupas (GALLO et al., 2002).

A pupa mede cerca de 15 mm de comprimento, é inicialmente de coloracdo
verde-clara, com tegumento transparente. Em seguida, torna-se avermelhada e, a
medida que se aproxima da emergéncia do adulto, torna-se mais escura.
Dependendo da temperatura, a fase de pupa pode durar de seis a 55 dias (GALLO
et al., 2002). Nas épocas mais quentes do ano, esse periodo pode variar entre 10 a
12 dias (CRUZ et al., 1997).

Em uma temperatura média acima de 25° C, o ciclo total do inseto pode ser
completado em menos de 30 dias, possibilitando a essa espécie a producdo de
varias geragdes durante o ano (CRUZ; MONTEIRO, 2004).

O controle dessa praga tem demandado aumento no numero de
pulverizagdes com inseticidas, e o uso indiscriminado desses produtos contribuiu
para a selecao de populacdes de insetos resistentes, trazendo para os produtores
de milho uma grande preocupacao (PETZOLD-MAXWELL et al., 2014). O emprego
de estratégias de manejo integrado deve ser inserido nos programas de controle da

lagarta-do-cartucho, com a finalidade de obter resultados econdmicos e ecoldgicos



favoraveis. Dentre essas estratégias, a utilizacdo de plantas resistentes € bem
conhecida pelas suas vantagens biologicas e ambientais (HAMM; WISEMAN, 1986).
Os materiais resistentes interferem na biologia e no comportamento da praga de tal
forma que as populacbes remanescentes passam a produzir individuos menos
vigorosos e mais suscetiveis aos inseticidas, permitindo o uso mais racional dos
produtos quimicos (VIANA; POTENZA, 2000).

2.3 Resisténcia de plantas a insetos

A Resisténcia de Plantas encontra-se entre os métodos mais conhecidos de
controle de insetos e adequa-se ao Manejo Integrado de Pragas (MIP), pois se trata
de uma medida alternativa ao controle quimico convencional de pragas. E definida
como a soma relativa de qualidades fenotipicas fisicas, morfolégicas e/ou quimicas
apresentadas pelas plantas, as quais influenciam o dano provocado pelo inseto
(GALLO, 2002; SMITH; CLEMENT, 2012; BOICA JUNIOR et al., 2014). E uma
ferramenta importante dentro de programas de MIP, pois mantém a populacdo do
inseto-praga abaixo do nivel de dano econdémico, auxilia na reducdo do desequilibrio
do agroecossistema, diminui custos de producdo, além de ser compativel com
outras taticas de controle (LARA, 1991; BOICA JUNIOR et al., 2013).

Em funcdo dos diferentes mecanismos de que as plantas se utilizam para
serem menos infestadas e injuriadas pelas pragas, existem basicamente trés tipos
de resisténcia: ndo preferéncia ou antixenose, antibiose e tolerancia. A néo
preferéncia ocorre quando a planta € menos utilizada para alimentacao, oviposicao
ou abrigo em comparagédo com outra em igualdade de condigdes. A antibiose ocorre
guando o inseto, ao se alimentar de uma planta resistente, tem 0 seu
desenvolvimento afetado principalmente por compostos quimicos presentes nas
plantas. A tolerancia esta relacionada com a capacidade de a planta suportar o seu
ataque da praga, sem causar reducao da sua producédo e qualquer efeito sobre a
mesma (PAINTER, 1951; LARA, 1991; SMITH; CLEMENT, 2012; BOICA JUNIOR et
al., 2013).

Os paises que apresentam varios estudos relacionados a resisténcia a

Spodoptera séo os EUA, sobretudo os Estados do Mississipi e Georgia, e o México,



onde diversos materiais foram identificados como portadores de genes para
resisténcia a lagarta-do-cartucho (SILVEIRA; VENDRAMIM; ROSSETTO, 1997).
Segundo Wiseman e Davis (1979), o primeiro genoétipo com reconhecida resisténcia
a lagarta-do-cartucho foi o Mp496, disponibilizado por Scott et al. (1977), com
origem em Antigua 2D e obtido sob fortissima presséo de selecdo da praga.

Diversas cultivares de milho resistentes a S. frugiperda e a outras pragas
foram registradas, onde destacam-se, como fontes de resisténcia 0s genotipos
provenientes principalmente do grupo chamado Antigua, (WILLIAMS et al., 1997).
Com resisténcia multipla a varias espécies de Lepidoptera, podem ser citados os
gendtipos Antigua 2D-118, MpSWCB-4, Pio. X304C, Zapalote Chico 2451 e Mp 701
a 707, Zapalote Chico e TL 87-A- 1855-7 (VIANA; GAMA, 1988).

Diversos autores (VIANA; POTENZA, 2000; BOICA JUNIOR; SANTOS;
TOLEDO, 2005; LIMA et al. 2006; NOGUEIRA, 2015) avaliando as categorias de
resisténcia antibiose e nao preferéncia para alimentacao e oviposicao em diferentes
gendtipos de milho, observaram determinados gendtipos de milho afetam

significativamente o desenvolvimento de S. frugiperda.

2.4 Milho geneticamente modificado resistente a insetos

O gene de B. thuringiensis (Bt) foi introduzido em alguns gendtipos de milho,
dando origem a plantas geneticamente modificadas (GM), conferindo alto padréo de
resisténcia da planta a algumas espécies de lepiddpteros-praga (ARMSTRONG et
al., 1995). Através da técnica do DNA recombinante foi possivel utilizar genes de
diferentes espécies de organismos para obtencdo das plantas GM, também
chamadas de transgénicas (NASCIMENTO et al., 2012).

Essa tecnologia foi langada comercialmente nos EUA, em 1996, e vem sendo
utilizada também em outros paises. Atualmente, o milho Bt € a segunda planta
transgénica mais cultivada no mundo, ocupando 32% da area global cultivada com
transgénicos (CELERES, 2017). Na safra 2016/17 foram disponibilizadas 315
hibridos de milho, onde 68% do total apresentavam alguma tecnologia transgénica,
principalmente voltada para o controle de pragas (PEREIRA FILHO; BORGHI, 2016).



O milho Bt codifica uma proteina toxica (BOULDER, 1993) que, apds ser
ingerida pelo inseto, é solubilizada por proteinases do intestino e convertidas em
uma combinacdo de até quatro toxinas menores. Essas toxinas hidrolisadas ligam-
se com alta afinidade a receptores especificos, no intestino médio, interferindo no
gradiente idnico e no balanco osmético da membrana apical. Essa perturbagéo
provoca a formagcdo de poros que aumentam a permeabilidade de agua na
membrana celular. A captacdo de grande quantidade de agua pelas células causa
edema, eventual ruptura e desintegracdo do revestimento do intestino médio,
levando o inseto a morte (COPPING; MENN, 2000).

A atividade entomopatogénica de B. thuringiensis deve-se a presenca de uma
incluséo cristalina produzida durante a esporulacéo (proteinas Cry e Cyt) e durante a
fase vegetativa (proteinas Vip) (DE MAAGD et al., 2003). As protoxinas sao ativadas
quando processadas por proteases especificas no intestino do inseto. Ocorre entao
uma ligacao irreversivel nas células epiteliais levando a formacdo de poros que
alteram a permeabilidade das células. Esta alteracéo leva a lise celular e ruptura da
integridade intestinal, com consequente morte da larva (BRAVO; GILL; SOBERON,
2007).

As toxinas de Bt sdo expressas continuamente nos tecidos das plantas e
apresentam alta especificidade para algumas pragas (SOBERON; GILL; BRAVO,
2009). Porém, Lourencao, Barros e Melo (2009) citam que a expressado da toxina
pode variar de acordo com a parte da planta observada e com o hibrido. Os niveis
de expressdo da proteina CrylAb no evento MON810 foram avaliados em folhas
jovens, graos, planta toda e pdlen. Os resultados observados evidenciaram maiores
niveis de expressao nas folhas, seguidos pela planta toda, grdos e pdlen,
respectivamente.

O cultivo do milho Bt traz muitos beneficios, dentre eles estdo a reducao da
aplicacao de inseticidas e, consequentemente, menor exposicéo do trabalhador e do
ambiente a esses produtos. A facilidade de logistica nos tratos culturais, redugéo da
infeccdo dos graos por fungo e reducédo das perdas por dano causado pela
infestacdo de insetos também sdo vantagens do uso dos transgénicos. Porém, o

maior risco dessa tecnologia estd na no seu mau uso, pois a ndo observagcao das
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regras de refugio pode levar a sele¢do de individuos resistentes, que ndo sdo mais
sensiveis a tecnologia Bt (MENDES; WAQUIL, 2009).

Novas tecnologias estdo sendo disponibilizadas aos produtores no intuito de
diminuir os prejuizos ocasionados pelas pragas. No entanto, essas tecnologias
possuem diferencas com relacdo a eficiéncia de controle da lagarta-do-cartucho
(MICHELOTTO et al., 2013). Além disso, algumas tecnologias vém apresentando
problemas com relacdo a eficiéncia no controle destas pragas (FARIAS et al., 2014;
OMOTO et al., 2016).

2.5 Resisténcia de pragas a toxinas Bt

Culturas transgénicas produtoras de toxinas de B. thuringiensis (Bt) sdo uma
importante ferramenta no controle de pragas em diversos cultivos no mundo (LU et
al, 2012). No entanto, a evolucéo da resisténcia as culturas Bt em varias espécies de
pragas comprometeu alguns desses beneficios (TABASHNIK; BREVAULT;
CARRIERE, 2013).

O conjunto de praticas utilizadas para reduzir o potencial de resisténcia das
pragas, denominado Manejo de Resisténcia de Insetos (MRI), tem sido proposto
para evitar ou retardar a selecdo de individuos resistentes de modo a manté-los em
baixa frequéncia na populagéo de insetos-praga (GOULD, 1998; HUANG; ANDOW,
BUSCHMAN, 2011; HEAD; GREENPLATE, 2012).

A elevada pressédo de selecédo que a expressdo continua da(s) proteina(s) Bt
nos tecidos das plantas exerce sobre as pragas-alvo é considerada um dos
principais desafios do MRl (ANDOW, 2008). A evolucéo da resisténcia ja foi relatada
para S. frugiperda a proteina CrylF em Porto Rico e no Brasil (STORER et al., 2010;
FARIAS et al, 2014).

No Brasil, o sistema de cultivo de milho, algoddo e soja Bt possibilita a
exposicdo de populacdes de S. frugiperda a constante pressdo de selecdo dessas
proteinas Bt, aumentando a possibilidade da rapida evolucdo de resisténcia. Outro
fator que pode afetar a sustentabilidade dos eventos de milho Bt é a variacdo dos
niveis de expressao das proteinas ao longo do desenvolvimento e entre estruturas
da planta (HUANG; ANDOW; BUSCHMAN, 2011). Desse modo, a lagarta-do-
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cartucho pode ser exposta a subdoses das proteinas inseticidas, favorecendo a sua
sobrevivéncia e, consequentemente, a evolugdo da resisténcia (ANDOW, 2008).

A principal estratégia para evitar ou tornar a evolucado da resisténcia mais
lenta consiste na piramidacao de genes, juntamente com a expressao de altas doses
de proteinas inseticidas associada com a presenca de &reas de refugio (plantas ndo
Bt) (BRAVO; SOBERON, 2008; HUANG; ANDOW; BUSCHMAN, 2011).

A piramidacédo de genes é empregada em plantas transgénicas para produzir
duas ou mais toxinas Bt com diferentes modos de a¢do sobre a mesma praga-alvo
(TABASHNIK; BREVAULT; CARRIERE, 2013). H4 casos em que as plantas
expressam mais de uma proteina, mas ndo atendem o conceito de evento
piramidado, pois as proteinas apresentam resisténcia cruzada com outras proteinas
Bt e/ou a expressdo de uma das proteinas ndo exerce o controle adequado dos
insetos (TABASHNIK; RENSBURG, CARRIERE, 2009; CARRIERE; CROWDER;
TABASHNIK, 2010).

A estratégia de piramidacdo de genes somente € eficiente quando associada
ao cultivo de areas de refugio (milho ndo Bt), pois a premissa basica da piramidagéo
de genes é que as proteinas Bt serdo expressas em quantidades suficientemente
altas para causar recessividade funcional nos individuos heterozigotos, com isso
possibilita-se 0 acasalamento dos possiveis individuos resistentes sobreviventes da
area Bt com os individuos suscetiveis da area de reflgio, produzindo assim,
progénies suscetiveis (GOULD, 1998; TABASHNIK; RENSBURG, CARRIERE,
2009).

A estratégia “alta dose/refugio” tem demonstrado resultados eficazes na
manutenc¢ao da suscetibilidade dos insetos-praga em cultivos Bt (ROSSI et al, 2016).
Os hibridos que expressam toxinas em altas doses Sd0 0S que expressam a
proteina inseticida em concentracdo de pelo menos 25 vezes a que seria necessaria
para matar 99% de uma populacdo suscetivel de referéncia (TABASHNIK, 1994;
CAPRIO; SUMMERFORD; SIMS, 2000). A combinacdo do uso de plantas com
expressdo de proteina Bt em alta dose com a adocdo de areas de reflgio nédo
impede que a frequéncia dos alelos aumente, mas torna a evolugdo da resisténcia
mais lenta (TABASHNIK, BREVAULT, CARRIERE, 2013).
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CAPITULO 2 - RESISTENCIA DE HIBRIDOS DE MILHO CONVENCIONAL E
TRANSGENICO A Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797) EM CONDICOES
DE CAMPO

RESUMO - A utilizacdo de hibridos de milho Bt para o controle de Spodoptera
frugiperda vem crescendo a cada ano no Brasil. No entanto, a lagarta-do-cartucho
apresenta um elevado potencial para evolucdo de resisténcia, tornando-se
necessarios estudos sobre a real eficacia de controle das tecnologias disponiveis no
mercado. Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar hibridos de milho
contendo diferentes tecnologias transgénicas Bt no controle da lagarta do cartucho,
em condicBes de campo. Cinco hibridos de milho Bt com as tecnologias Optimum™
Instrasect™ (CrylF + Cry1Ab), Viptera 3® (Vip3Aa20), PowerCore™ (Cry1A.105 +
Cry2Ab2 + Cry1F), VT Pro2™ (Cry1A.105 + Cry2Ab2 ) e Herculex® (Cry1F), além de
um hibrido ndo Bt (2B710), foram comparados num experimento, em campo, em
blocos ao acaso com quatro repeticbes. Os resultados demonstraram que as
tecnologias avaliadas apresentam diferentes desempenhos em relacdo ao controle
de S. frugiperda. Através da andlise visual de notas de injuria observou-se que o0s
hibridos com as tecnologias Optimum™ Instrasect™ e Herculex®, apresentaram
notas semelhantes ou muito préximas as notas do hibrido convencional testado,
enquanto que a tecnologia Viptera® conferiu as plantas maior resisténcia ao ataque

da praga.

Palavras-chave: Zea mays, lagarta-do-cartucho, Bacillus thuringiensis, manejo-de-

pragas, resisténcia de plantas
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RESISTANCE OF CONVENTIONAL AND TRANSGENIC MAIZE HYBRIDS
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) IN FIELD CONDITIONS

ABSTRACT — The use of Bt maize hybrids for the control of Spodoptera frugiperda
has been growing every year in Brazil. However, the fall armyworm has a high
potential for resistance evolution, making it necessary to study the real effectiveness
of control of the technologies available in the market. In this way, the present
research aimed to evaluate maize hybrids containing different Bt transgenic
technologies in the control of the fall armyworm under field conditions. Five Bt maize
hybrids with Optimum™ Instrasect™ (Cry 1F + Cry 1Ab), Viptera 3® (Vip3Aa20),
PowerCore™ (Cry 1A.105 + Cry2Ab2 + Cry 1F), VT Pro2 ™ (Cry 1A.105 + Cry2Ab2)
and Herculex® (Cry1F), and a non-Bt hybrid maize (2B710), were compared in a field
experiment in a randomized block design with four replicates. The results
demonstrated that the technologies evaluated have different performances in relation
to the control of S. frugiperda. Through the visual analysis of damage notes, it was
observed that the hybrids with the Optimum™ Instrasect™ and Herculex®
technologies presented similar or statistically close notes to the notes of the
conventional hybrid tested, while Viptera® technology gave the plants greater

resistance to insect attack

Key-words: Zea mays, fall armyworm, Bacillus thuringiensis, pest management,

plants resistance
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1. Introducéao

A cultura do milho esta sujeita ao ataque de diversas pragas, dentre elas, a
lagarta-do-cartucho-do-milho Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797), que vem
causando expressivas perdas econdmicas (GALLO, 2002; CONAB, 2016). A
disponibilidade de alimento proporcionada pelo monocultivo em grande escala,
aliados as condicdes climaticas favoraveis a praga, tém favorecido a sobrevivéncia
de insetos, contribuindo para o aumento de sua densidade populacional em
diferentes épocas do ano (WAQUIL; et al., 2002).

Para um controle eficiente, devem ser empregadas estratégias de manejo
integrado, com a finalidade de obtencdo de resultados econdémicos e ecoldgicos
favoraveis (FARINELLI; FORNASIERI FILHO, 2006). Uma das alternativas ao
controle quimico é a utilizacdo de plantas transgénicas que expressam toxinas da
bactéria Bacillus thuringiensis Berliner, conhecidas como plantas Bt. No Brasil, o
primeiro evento de milho transgénico resistente a insetos foi aprovado em 2007. A
partir disto, diversos eventos de milho expressando toxinas Bt foram liberados para
comercializacdo, sendo atualmente 21 eventos aprovados para comercializacdo no
pais (CTNBio, 2016).

Além do beneficio direto, diversas vantagens podem ser relacionadas ao
cultivo do milho Bt, tais como reducdo no uso de inseticidas e no consumo de agua,
menor exposicdo do aplicador e dos inimigos naturais aos produtos toxicos,
facilidade de logistica na realizacdo dos tratos culturais da lavoura, reducao nos
riscos de contaminacédo do solo e da 4gua, entre outras (MENDES et al, 2008).

Por outro lado, uma série de fatores pode reduzir a eficiéncia das plantas de
milho Bt em manter a populacdo de insetos-praga abaixo do nivel de dano
econdbmico e reduzir seus danos. O mais importante é a dose da toxina que 0s
insetos recebem e a sua suscetibilidade a estas doses. Plantas de milho Bt
produzem diferentes concentracdes de toxina, dependendo da estrutura da planta e
do evento de inser¢do do gene (CHILCUTT et al., 2007). Além disso, o atual sistema
de producao agricola do Brasil permite que haja sobreposicao de cultivos de plantas
Bt, expondo as populacdes de S. frugiperda a uma pressao de selecdo constante as

tecnologias Bt. Alguns casos de resisténcia de S. frugiperda a determinadas toxinas
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foram relatados em Porto Rico (STORER et al., 2010), no sudeste dos EUA para a
proteina CrylF (HUANG et al., 2014) e no Brasil para CrylF e CrylAb (FARIAS et
al., 2014; OMOTO et al., 2016).

Diante do potencial de evolucdo de resisténcia da lagarta-do-cartucho as
toxinas Bt, o objetivo do trabalho foi verificar os as injarias de S. frugiperda em
hibridos de milho convencional e transgénicos, em diferentes estadios de

desenvolvimento da cultura.

2. Material e métodos

O experimento foi realizado em é&rea experimental do Instituto Federal de
Ciéncia, Educagéo e Tecnologia do Triangulo Mineiro — IFTM, Campus Uberlandia,
em um Latossolo Vermelho distrofico e com textura argilosa. A area experimental
esta localizada a 18°50'25,52” S e 48°14'54,04” O, com altitude de 835 m e
classificacdo climatica Aw, segundo Kdppen (1948).

A semeadura do milho foi realizada em 27/11/2015, manualmente, em
sistema de plantio convencional, ocorrendo a germinacdo apés sete dias. Foi
adotado o delineamento de blocos casualizados com seis tratamentos e quatro
repeticoes, totalizando 24 parcelas experimentais. Cada parcela foi constituida de 10
linhas de 6 m de comprimento e 0,9 m de espacamento entre linhas, sendo duas
linhas de cada parcela semeadas com o hibrido ndo Bt para compor o refagio, e oito
linhas semeadas com os hibridos dos diferentes tratamentos. Ao entorno dos
experimentos, foi realizada a semeadura de milho convencional, com o intuito de
estas areas servirem como areas de refugio, como recomendado pelas empresas,
em torno de 20% da area.

Foram avaliados seis hibridos comerciais, os transgénicos 30F35YH (Du Pont
Pionner), Impacto (Syngenta), 2B587PW (Dow Agrosciences), DKB 390 PRO2
(Monsanto), 2B285HX (DuPont Pioneer), e o ndo Bt 2B710 (Dow Agrosciences). Os
hibridos foram selecionados em funcdo das diferentes tecnologias e proteinas

inseticidas para o controle de S. frugiperda (Tabela 1).
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Tabela 1. Hibridos de milho Bt e ndo Bt utilizados no experimento. Uberlandia - MG,
2015/2016.

Hibridos Tecnologias Eventos Proteinas Bt
30F35YH Optimum'" Instrasect’” ~ TC1507+MON810 Cry1F + CrylAb
Impacto Viptera 3¢ MIR162 VIP3Aa20
2B587PW PowerCore™ MON89034+TC1507  Cry1A.105 + Cry 2Ab2 + Cry1F
DKB390Pro2 Vvt Pro2™ MON89034 Cry1A.105 + Cry2Ab2
2B285HX Herculex® TC1507 CrylF
2B710 2B710 (N&o Bt) - -

A avaliacdo das injdrias ocasionadas pela lagarta-do-cartucho foi realizada
semanalmente, no periodo de 7, 14, 21 e 28 dias apds a emergéncia (DAE) com
amostragem de 30 plantas por parcela, verificando a intensidade de injarias
causadas as folhas das plantas através de uma escala visual de notas de 0 a 9
proposta por Davis, Ng e Williams (1992) (Tabela 2). A avaliacao foi realizada nas
linhas de semeadura dos tratamentos, excluindo-se o refugio.

Para o estudo da infestacdo de lagartas, foram selecionadas 10 plantas ao
acaso por parcela, onde foram arrancadas e inspecionadas, retirando-se as folhas
individualmente até chegar ao cartucho. As lagartas encontradas foram classificadas
em pequenas (<15 mm) e grandes (>15 mm). Foram realizadas duas avaliacfes,
aos 14 e 28 DAE.

Os dados foram submetidos ao teste de Levene (a = 0,05) para observagao
da homocedasticidade das variancias e os residuos “studentizados” de cada variavel
foram submetidos ao teste de normalidade de Cramér-von Mises (a = 0,05). Foram
realizadas também as analises de residuos para identificacdo de valores “outliers”
ou influentes; quando n&o atendidas essas pressuposicbes, os dados foram
transformados de acordo com o teste de Box-Cox e submetidos a analise de
variancia (ANOVA). Quando significativo (p < 0,05), as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey (a = 0,05). Todos os testes estatisticos foram realizados com
auxilio do software SAS 9.3 (SAS INSTITUTE, 2002). Os parametros que néao

atenderam as pressuposicoes de homogeneidade das variancias e/ou normalidade
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dos residuos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e, quando significativo (p
< 0,05), as médias comparadas pelo teste de Dunns (a = 0,05) no software
GraphPad Prism 4.

Tabela 2. Escala de nota (0 a 9) utilizada para avaliacdo de injurias de Spodoptera

frugiperda nas plantas de milho.*

Nota Descricao

0 Planta sem injuria.

1 Planta com pontuac¢fes (mais que uma pontuacao por planta).

2 Planta com pontuacg@es; 1 a 3 lesdes circulares pequenas (até 1,5 cm).

3 Planta com 1 a 5 les@es circulares pequenas (até 1,5 cm); mais 1 a 3 lesbes alongadas (até
1,5 cm).

4 Planta com 1 a 5 lesBes circulares pequenas (até 1,5 cm); mais 1 a 3 lesbes alongadas
(maiores que 1,5 cm e menores que 3 cm).

5 Planta com 1 a 3 lesbes alongadas grandes (maior que 3 cm) em 1 a 2 folhas; mais 1 a 5 furos
ou lesdes alongadas até 1,5 cm.

6 Planta com 1 a 3 lesdes alongadas grandes (maior que 3 cm) em 2 ou mais folhas; mais 1 a 3
furos grandes (maior que 1,5 cm) em 2 ou mais folhas

7 Planta com 3 a 5 lesBes alongadas grandes (maior que 3,5 cm) em 2 ou mais folhas; mais 3 a
5 furos grandes (maior que 1,5 cm) em 2 ou mais folhas.

8 Planta com muitas lesbes alongadas (mais que 5) de todos os tamanhos na maioria das
folhas. Muitos furos médios a grandes (mais que 5) maiores que 3 cm em muitas folhas.

9 Plantas com muitas folhas, na quase totalidade, destruidas.

" Davis; Ng e Williamns. (1992).

3. Resultados e discusséao

As maiores notas de injurias foliares, de modo geral, foram verificadas no
hibrido ndo Bt, e nos transgénicos com as tecnologias Herculex® (CrylF) e
Optimum™ Instrasect™ (CrylF + CrylAb). Estes hibridos apresentaram desde
plantas com o cartucho parcialmente destruido a plantas com o cartucho totalmente
destruido, comportando-se como suscetiveis a praga (Tabela 3). Esses resultados
foram semelhantes aos de Michelotto et.al. (2015), que, ao avaliarem a evolugéo
hibridos que expressam as proteinas CrylF e CrylAb, constataram que 0S primeiros

hibridos transgénicos comercializados no Brasil perderam rapidamente a eficiéncia
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no controle da lagarta-do-cartucho. Farias et al. (2014) avaliando a base genética da
resisténcia de populacdes de S. frugiperda resistente a CrylF de diferentes regifes
do Brasil constataram dificuldades no controle de S. frugiperda através dos hibridos
de milho Bt contendo a proteina CrylF, além de documentar resisténcia em uma
populacao do inseto no Oeste da Bahia (BA25R).

As menores notas de injlria observadas no hibrido Viptera 3® referem-se aos
sintomas de do comportamento inicial de alimentacdo das lagartas (“raspagem de
folha”), portanto esse hibrido suprimiu as lagartas da praga, logo no primeiro ou
segundo instar larval, e com isso, as plantas apresentaram poucas desfolha (Tabela
3).

Crossariol Netto (2017) avaliando o comportamento de cultivares Bt em
diferentes regifes do estado de Sdo Paulo também constatou menores médias de
notas atribuidas aos sintomas de ataque de S. frugiperda no hibrido transgénico
Impacto Vip3.

Dantas et al. (2016), monitorando a ocorréncia da lagarta-do-cartucho em
milho Bt expressando diferentes proteinas constataram que o inseto ocorreu mais
frequentemente nos hibridos Herculex® e Impacto TL®, e menos frequentemente no
Impacto Viptera 3%, demonstrando a ocorréncia de possiveis lagartas resistentes a
atividade inseticida dos hibridos de milho Bt.

Tabela 3. Médias de notas de danos de ataque de Spodoptera frugiperda em quatro
épocas de avaliacdo em hibridos de milho. Uberlandia, 2015/2016.

Dias apos Emergéncia (DAE)

Tecnologias
7 14 21 28

Optimum™ Instrasect™ 1,64+0,10b 4,44 +0,23 a 3,74+0,32b 2,82+0,14c
Viptera 3° 0,04+0,01d 0,24 +0,03¢c 1,04 +0,08 d 1,13+0,12d
PowerCore " 0,55+0,15¢ 2,93+0,04 b 2,40 +£0,16 C 2,45+0,13 ¢C
Vvt Pro2™ 0,80+0,01c 2,34+0,05b 2,62+0,09c¢ 2,36 +0,14¢C
Herculex © 1,83+0,06ab  3,97+006a 4,30+014ab  447+0,15b
2B710 (N&o Bt) 2,14+0,14 a 4,32 +0,07 a 4,84+0,19 a 5,33+0,16 a

Médias terro-padrao seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05).
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Os resultados obtidos para o numero de lagartas demonstraram que houve
diferenca significativa entre os tratamentos, ocorrendo menor sobrevivéncia de
lagartas no hibrido Viptera 3°. Na avaliacdo realizada aos 14 DAE, observou-se que
0 numero médio de lagartas pequenas (<15mm) encontradas no cartucho das
plantas foi semelhante entre os hibridos de milho transgénicos, exceto para Viptera
3®. Em contrapartida, o nimero médio de lagartas grandes (> 15mm) foi maior no
hibrido convencional, seguido pelos hibridos Herculex®, Optimum™ Instrasect™ e
VT Pro2™, indicando a sobrevivéncia e desenvolvimento do inseto nesses hibridos.
Aos 21 DAE, houve maior infestacdo de lagartas pequenas nos hibridos de
tecnologia Viptera 3®. Entretanto, ndo foram encontradas lagartas grandes,
indicando assim a suscetibilidade de lagartas menores a toxina Vip3Aa20. O numero
de lagartas grandes nos hibridos Herculex®, Optimum™ Instrasect™ e PowerCore™

foram semelhantes aos encontrados no hibrido ndo Bt. (Tabela 4).

Tabela 4. Médias do numero de lagartas pequenas (<15 mm) e grandes (>15 mm)
de Spodoptera frugiperda em duas avaliacdes em hibridos de milho. Uberlandia,
2015/2016.

14 DAE' 21 DAE
Tecnologias Lagarntqall; <15 Lagarth]z?s >15 Lagagla; <15 Lagarth]z?T\:, >15
Optimum™ Instrasect’™™  0,85+0,05a 0,35+ 0,03 ab 0,28+0,03b 0,93 +0,05 ab
Viptera 3° 0,40+ 0,07 b 0,00 + 0,00 b 1,00 + 0,00 a 0,00+ 0,00 c
PowerCore"" 0,95+ 0,06 a 0,10+ 0,01 b 0,28+0,09b  0,93+0,05ab
Vvt Pro2"™ 0,78+0,05a 0,30 +0,02 ab 0,28+0,10 b 0,85+ 0,06 b
Herculex® 0,70+ 0,08 a 0,50 £0,03 ab 0,38+0,05b 1,05+ 0,03 ab
2B710 (N&o Bt) 0,38+0,05b 0,95+ 0,04 a 0,30+0,12b 1,10 £ 0,07 a

Médias terro-padrao seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05).

'DAE = dias apos a emergéncia.

Siebert et al. (2012), avaliando a eficiéncia de controle de S. frugiperda em
campo, verificaram que os hibridos com multiplas proteinas Bt, isto é, piramidados,
apresentaram menor namero de lagartas e injuria nas folhas. Em trabalho similar,
Rule et al. (2014) infestaram artificialmente plantas de milho com S. frugiperda e
concluiram que os hibridos com eventos Bt, piramidados ou individuais, sofreram

menor ataque de lagartas nas folhas do que os ndo Bt. O uso de eventos
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piramidados retarda a evolugdo da resisténcia as proteinas Bt e promove melhor
controle de pragas do que os eventos individuais (STORER et al., 2012; NIU et al.,
2014).

4. Conclusbdes
O hibrido com tecnologia Viptera 3® é o mais efetivo na supresséo de lagartas
de S. frugiperda.
Dentre as tecnologias, os hibridos que expressam as proteinas inseticida
CrylF e CrylAb, sozinhas ou associadas, sdo 0s mais suscetiveis frente ao ataque

de S. frugiperda em condicGes de campo.
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CAPITULO 3 - EFEITO DE DIFERENTES HIBRIDOS DE MILHO NO
DESENVOLVIMENTO DE Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Resumo - O objetivo foi avaliar os efeitos antibidticos dos hibridos de milho Bt
utilizados comercialmente no Brasil na lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda).
Os experimentos foram conduzidos com lagartas de primeiro e terceiro instares
alimentadas com folhas de milho Bt e ndo Bt. As seguintes variaveis foram
analisadas: tempo de sobrevivéncia em lagartas de primeiro instar; duracdo das
fases larval e pupal, peso de lagartas aos 14 dias de idade, viabilidades larvais aos
14 dias e da fase, viabilidade pupal, peso de pupas com 24 horas de idade,
porcentagem de pupas e adultos deformados, razao sexual, longevidade dos adultos
e duracao do ciclo. As principais variaveis bioldgicas de S. frugiperda, como periodo
larval, peso de pupas e longevidade de adultos foram afetadas pela idade da lagarta
exposta ao hibrido transgénico, pela idade da planta e pela proteina inseticida
expressa pela planta de milho Bt. Todas as tecnologias avaliadas apresentam alta
eficiéncia de controle para lagartas de primeiro instar de S. frugiperda. As lagartas
de primeiro instar sdo mais suscetiveis que as lagartas de terceiro aos efeitos das
toxinas Bt, independente da tecnologia. Lagartas de terceiro instar alimentadas com
hibridos de milho com as tecnologias PowerCore™, Herculex® e Optimum™

Instrasect™ tém desenvolvimento similar as lagartas alimentadas com milho n&o Bt.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho. Zea mays. Antibiose. Manejo de resisténcia

de insetos.
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EFFECT OF DIFFERENT MAIZE HYBRIDS IN THE DEVELOPMENT OF THE
Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Abstract - The objective was to evaluate the antibiotic effects of the commercially Bt
maize hybrids in Brazil, to fall armyworm (Spodoptera frugiperda). The experiments
were carried out with first and third instar caterpillar fed with Bt and non-Bt maize
leaves. The following variables were analyzed: survival time in first instar caterpillars;
duration of larval and pupal stages, larvae weight at 14 days, viability larvae at 14
days and the stage, pupal viability, pupae weight at 24 hours of age, percentage of
deformed pupa and adults, sexual ratio, longevity of adults and duration of the cycle.
The main biological variables of S. frugiperda, such as larval period, pupal weight
and adult longevity, are affected by the size of the caterpillar exposed to the
transgenic hybrid, by the age of the plant and by the insecticidal protein expressed by
the Bt maize plant. All the technologies evaluated have high control efficiency for first
instar caterpillars of S. frugiperda. The first instar caterpillars are more susceptible
than third instar to the Bt-toxin, regardless of technology. The third instar caterpillars
that were fed maize with PowerCore™, Herculex® and Optimum™ Instrasect™
technologies have a similar development to caterpillars that were fed with non-Bt

maize.

Keywords: Fall armyworm, Zea mays, Antibiosis, Insect Resistance Management.
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1. Introducéao

O milho (Zea mays L.) € uma das mais importantes culturas no contexto
econdbmico e social no mundo. O Brasil € um dos maiores produtores mundiais,
ocupando a terceira posi¢ao, totalizando 97 milhdes de toneladas na safra 2016/17
(USDA, 2017). A produtividade média brasileira de milho, somando-se as duas
safras, ainda é relativamente menor comparada aos principais produtores mundiais
(CONAB, 2017). Um dos fatores responsaveis pela reducdo na produtividade é o
ataque de pragas.

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) é
considerada um dos principais insetos-praga da cultura no Brasil, podendo reduzir a
producdo em até 52% (VALICENTE, 2015). Normalmente sdo utilizados inseticidas
para 0 seu manejo, porém o uso frequente destes produtos pode provocar o
surgimento de populacdes de insetos resistentes, bem como causar severos danos
ao meio ambiente (ROEL; VENDRAMIN, 2006). O uso da biotecnologia se tornou
uma importante ferramenta no manejo integrado de pragas da cultura do milho por
permitir a reducdo do uso de inseticidas, diminuindo assim, 0s custos e riscos de
perdas na producéo (CARPENTER, 2010).

O uso do milho geneticamente modificado que expressa proteinas inseticidas
produzidas pela bactéria Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) tem sido uma das
principais taticas do manejo de insetos-praga (TABASHNIK; BREVAULT;
CARRIERE, 2013). As toxinas sdo altamente especificas e reagem com certos
receptores encontrados no intestino do inseto, resultando em sua morte (BRAVO;
SOBERON, 2008). Entretanto, a evolu¢do da resisténcia nas populacdes de S.
frugiperda vem sendo a principal ameaca a sustentabilidade dos hibridos de milho
Bt.

No sistema de producéo agricola brasileiro, ocorre a sobreposicédo do cultivo
de plantas Bt, que pode estar contribuindo para a evolugdo da resisténcia em
populacbes da lagarta-do-cartucho (BERNARDI et al., 2015). As estratégias de
manejo de resisténcia denominadas "alta dose/refugio", e a “piramidagéo de genes",

técnica de desenvolvimento de hibridos Bt que expressam mais de uma proteina na
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planta, ttm como objetivo prevenir ou atrasar a evolucao da resisténcia (OMOTO et
al., 2016).

A expressdo em alta dose da proteina Bt tem como objetivo garantir que a
concentracdo de uma determinada proteina expressa na planta geneticamente
modificada seja eficiente no controle dos descendentes resultantes do cruzamento
dos individuos resistentes, provenientes da area de milho Bt, com individuos
suscetiveis, provenientes da area de refugio (OMOTO et al., 2016). Nesse contexto,
o refugio consiste no plantio de um hibrido ndo Bt, de ciclo vegetativo similar ao da
area cultivada com plantas Bt, para que a praga ndo seja exposta a alta pressao de
selecdo e sejam produzidos individuos suscetiveis (ANDOW, 2008)

Foram relatados casos de resisténcia da lagarta-do-cartucho em Porto Rico
(STORER et al., 2010) e no sudeste dos EUA (HUANG et al., 2014) para a proteina
CrylF e no Brasil para CrylF e CrylAb (FARIAS et al., 2014a; OMOTO et al., 2016).
O fendtipo de resisténcia nessas populagdes foi conferido por um ou mais alelos
recessivos no mesmo local e a frequéncia de alelos resistentes aumentou
significativamente no campo durante os ultimos anos (MONNERAT et al., 2015).
Estudos realizados em laboratério também indicaram a resisténcia da lagarta ao
milho YieldGard VT PRO™, que expressa CrylA.105 + Cry2Ab2 (SANTOS-AMAYA
et al., 2015); ao PowerCore™, que expressa CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF
(BERNARDI, 2015); e ao Viptera® e Viptera 3% que expressam Vip3Aa20 e
Vip3Aa20 + CrylAb (BERNARDI et al., 2016).

Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos dos diferentes hibridos

de milho convencional e transgénicos no desenvolvimento da lagarta-do-cartucho.

2. Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Departamento de Fitossanidade, no
Laboratério de Resisténcia de Plantas a Insetos da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Os insetos
utilizados no experimento foram provenientes da criagdo de manutencdo do
laboratorio, onde foram mantidos em sala climatizada com temperatura de 25+1°C,

umidade relativa de 70+10% e fotofase de 12 horas.
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Para obtencdo do material vegetal, foram colocadas sementes dos diferentes
hibridos de milho transgénico (milho Bt) e convencional (ndo Bt) em vasos de
polietileno, contendo substrato a base de solo, areia e composto organico, na
proporcao de 2:1:1. Os hibridos utilizados no experimento estdo discriminados na
Tabela 1. Os vasos foram dispostos aleatoriamente em casa de vegetacao, sendo a
umidade do substrato mantida por meio de irrigacbes diarias. O desbaste das
plantas foi realizado seis dias ap0s a emergéncia (DAE), deixando-se quatro plantas

por vaso.

Tabela 1. Hibridos de milho Bt e ndo Bt utilizados para alimentacdo das lagartas de
primeiro e terceiro instares de Spodoptera frugiperda.

Hibridos Tecnologias Eventos Proteinas Bt
DKB390Pro2 VT PRO2™ MON89034 Cry 1A.105 + Cry2Ab2
30F53VYHR Leptra® MON810+TC1507+MIR162 CrylAb+ CrylF + Vip3Aa20

Impacto Viptera 3° MIR 162 VIP3Aa20

2B587PW PowerCore™ MONB89034+TC1507 Cry 1A.105 + Cry 2Ab2 + Cry 1F
2B285HX Herculex® TC1507 CrylF
30F35 YH Optimum™ TC1507+MON 810 CrylF +Cry 1Ab
Intrasect™
2B587 N&o Bt - -

Para avaliacdo do desenvolvimento das lagartas de primeiro instar foi
realizado um bioensaio em delineamento inteiramente casualizado, com 100
repeticdes. As parcelas foram constituidas por recipientes de plastico transparente
com tampa (100 mL), forrados com papel filtro umedecido com agua deionizada,
onde foi colocada uma secéo foliar de 5 cm de comprimento com largura natural da
folha de cada tratamento. Foram realizados dois experimentos, um utilizando folhas
retiradas do cartucho de plantas nos estadios V3 e V6. As lagartas foram avaliadas
diariamente, observando-se o periodo de sobrevivéncia, e permaneceram no
recipiente até completarem o ciclo, sendo a secao foliar substituida diariamente.

Para estudar o desenvolvimento das lagartas de terceiro instar nos diferentes

hibridos, foi realizado um bioensaio em delineamento inteiramente casualizado, com
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40 repeticdes. As lagartas foram alimentadas com dieta artificial (GREENE; LEPPLA,;
DICKERSON, 1976) até atingirem o terceiro instar, quando foram individualizadas
nos recipientes plasticos e oferecidas a elas secdes de folhas dos hibridos. As
secoes foliares dos tratamentos foram oferecidas “ad libidum” e trocadas sempre
que necessario. Também foram avaliados os efeitos das duas idades das plantas no
desenvolvimento da lagarta-do-cartucho.

No experimento com lagartas de terceiro instar foram avaliados os seguintes
parametros biolégicos: duracdo das fases larval e pupal, peso de lagartas aos 14
dias de idade, viabilidades larvais aos 14 dias e da fase larval, viabilidade pupal,
peso de pupas com 24 horas de idade, porcentagem de pupas e adultos
deformados, razdo sexual, longevidade dos adultos e duracdo do ciclo (da ecloséo
das lagartas a emergéncia dos adultos).

Os dados obtidos foram submetidos a andlise exploratéria para observacéo
da homocedasticidade das variancias pelo teste de Levene e o0s residuos
estudentizados de cada variavel foram submetidos ao teste de Cramer Von Mises,
para verificar se os dados apresentaram distribuicdo normal. Quando ndo atendidos
foram transformados de acordo com o teste de Box-Cox, e quando atendidos foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Adotou-se o nivel de significancia de
5%, sendo realizadas as analises pelo software SAS® 9.3 (SAS, 2011).

3. Resultados e discusséao

As lagartas de primeiro instar foram suscetiveis as toxinas presentes nas
folnas dos diferentes hibridos transgénicos avaliados. A idade da planta nédo
influenciou no tempo de sobrevivéncia, porém, houve diferenca entre os hibridos
avaliados, onde foi observado um periodo significativamente maior para o hibrido
nao Bt. (F = 118,29; g.l. = 6, 56; P<0,0001) (Tabela 2).
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Tabela 2. Média (xEP) do periodo de sobrevivéncia larval (dias) das lagartas de
primeiro instar de Spodoptera frugiperda alimentadas com folhas de hibridos de

milho Bt e ndo Bt.

Estadios fenolégicos Periodo de sobrevivéncia das lagartas

V3 566+1,25a

V6 561+124a
Tecnologias

VT Pro2™ 2,77 £ 0,05 bc

Leptra® 2,48+ 0,04 a

Viptera 3° 2,59 + 0,52 ab

PowerCore™ 2,62 + 0,07 ab

Herculex® 2,97+0,09¢c

Optimum™ Intrasect™ 2,60 £ 0,07 ab

Nao Bt 23,41+0,42d

Médias terro-padrao seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05).

Bernardi (2015) também verificou mortalidade de 100% de lagartas neonatas
de S. frugiperda em discos de folha de milho VT PRO™ (Cry1A.105 + Cry2Ab2) e
PowerCore (CrylA.105+Cry2Ab2+Cry1F).

Houve interacdo significativa entre a idade da planta e os hibridos avaliados,
onde as lagartas de primeiro instar alimentadas com PowerCore™ e Herculex® com
15 DAE apresentaram tempo de sobrevivéncia significativamente maior (F = 23,96;
g.l. = 1,56; P<0,0001) (Tabela 3). De acordo com Dutton, Romeis e Bigler (2003), a
expressao de toxinas Bt é desconhecida em variedades comercialmente disponiveis.
A expressdo constitutiva de toxinas Bt (expressdo igual em todos os tecidos da
planta) tem sido questionada (VAN WYK; VAN DER BERG; RENSBURG, 2009).

Constatou-se que o menor tempo de sobrevivéncia foi observado aos 15 dias
para Leptra®, e aos 30 dias para Leptra®, PowerCore™ e Optimum™ Instrasect™,

sugerindo uma eficiéncia maior e rapida nestas tecnologias.
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Tabela 3. Interacdo entre estddio fenoldgico e tecnologias para o tempo de

sobrevivéncia de lagartas de primeiro instar de Spodoptera frugiperda.

Estadios fenolégicos

Tecnologias
V3 V6

VT PRO2™ 2,69 + 0,06 abA 2,84 0,08 bA
Leptra® 2,51+ 0,08 aA 2,44 £ 0,03 aA
Viptera 3° 2,54 % 0,06 abA 2,63+ 0,08 abA
PowerCore™ 2,82 + 0,04 bB 2,42 + 0,04 aA
Herculex® 2,82+ 0,11 bA 3,12+ 0,11 cB
Optimum™ Intrasect™ 2,76 + 0,06 abB 2,44 + 0,05 aA
Nao Bt 23,45 + 0,57 cA 23,38 £ 0,67 dA

Médias terro-padrdo com diferentes letras minldsculas na coluna e mailsculas na linha diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Todas as lagartas de terceiro instar que foram alimentadas com sec¢fes das
folhas do milho Bt com tecnologia Leptra® morreram antes de completarem o
periodo da fase larval (Tabela 4). As lagartas que foram alimentadas com o0s
hibridos com 15 e 30 DAE apresentaram diferenca significativa na média de
biomassa larval aos 14 dias ap6s a eclosao (F = 12,34; g.l. 1,52; P = 0,0009). De
acordo com Huang et al. (2011), o nivel de expressao das proteinas ao longo do
desenvolvimento das estruturas pode afetar a eficiéncia das tecnologias Bt. Andow
(2008) relatou que essas oscilacdes associadas a elevada polifagia de S. frugiperda
pode expor a praga a subdoses das proteinas Bt, favorecendo a sobrevivéncia dos
insetos, e consequentemente, a evolucao da resisténcia.

O peso meédio das larvas alimentadas com os hibridos Bt foi
significativamente reduzido em comparag¢do ao peso no milho ndo Bt, porém, os
hibridos com tecnologia PowerCore™ Herculex® e Optimum™ Instrasect™
apresentaram médias de peso larval proximas as obtidas para o milho ndo Bt
(Tabela 4). A reducdo do peso seria resultante do menor consumo foliar, fato
importante para o manejo da lagarta-do-cartucho, pois com menor peso e consumo
alimentar haveria consequentemente menor injuria do inseto a planta e

consequentemente na producdo (MENDES et al.,, 2011). Bernardi (2015) também
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verificou que o peso larval em milho VT PRO™ foi similar aquele observado para as
larvas alimentadas com a isolinha n&do Bt. As diferencas significativas na
suscetibilidade a Cry1A.105 podem estar associadas ao sistema de cultivo intensivo
de hibridos de milho que expressam a proteina CrylF, acarretando o surgimento de
populacdes de S. frugiperda resistentes a proteina CrylF com sobrevivéncia larval
superior a 50% (FARIAS et al. 2014b).

Tabela 4. Média (zEP) do peso larval aos 14 dias de idade (g), periodo da fase larval
(dias), viabilidades larval aos 14 dias de idade (%) e da fase (%) de Spodoptera

frugiperda de terceiro instar alimentadas com folhas de hibridos Bt e ndo Bt

Estadios Peso larval (g) Periodo larval Viabilidade aos 14 Viabilidade da fase
fenoldgicos (dias) dias (%) larval (%)
V3 0,23+0,02b 16,10+ 0,20 a 94,00+ 1,63 a 82,93+331a
V6 0,19+0,02a 16,64 + 0,17 a 96,43+191a 75,45 +5,32 a
Tecnologias
VT PRO2™ 0,21+0,20 b 17,47 £0,28 b 98,75+ 1,25 a 72,50+7,16 b
Leptra® 0,05+0,01 a - - -
Viptera 3¢ 0,10+ 0,02 a 18,00 £ 0,00 b 100,00 £ 0,00 a 12,50+ 0,00 a
PowerCore™ 0,26 + 0,02 bc 15,96 £ 0,24 a 88,75 £ 5,09 a 72,38+4,72b
Herculex® 0,28 + 0,02 bc 15,86 £ 0,19 a 98,75+ 1,25a 87,32+ 3,73 bc
Optimum™
Instrasect™ 0,28 + 0,02 bc 16,20+ 0,21 a 925+2,76 a 85,12 + 4,69 bc
Nao Bt 0,33 £ 0,02c 15,85+ 0,23 a 96,25+191a 97,50+ 1,67c

Médias terro-padrao seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05).

' Todas as lagartas deste tratamento morreram (variancia nula).

O periodo larval foi significativamente maior nos tratamentos VT PRO 2™ e
Viptera 3®, sendo os demais com valores médios semelhantes ao obtido para as
lagartas alimentadas com milho ndo Bt (F = 8,51; g.I. = 5,42; P <0,0001). Dutton,
Romeis e Bigler (2005) encontraram um prolongamento do periodo de
desenvolvimento de Spodoptera littoralis (Boisduval) quando larvas foram mantidas
em milho Bt, demonstrando que a exposicdo continua a toxina tem efeito crénico

sobre a espécie.
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Os hibridos de milho ndo diferiram entre si em relacdo a viabilidade de
lagartas aos 14 dias de idade, porém, na viabilidade total da fase larval (Tabela 4) a
viabilidade daquelas alimentadas com Viptera 3® foi significativamente menor em
relacdo aos demais (F = 16,52; g.l. = 5;42. P <0,0001).

Foi observada diferenca significativa no peso de pupas oriundas de larvas
alimentadas com folhas de milho Bt, tendo sido menor nos insetos desenvolvidos
em Viptera 3° (F = 15,99; g.l. = 5,42; P <0,0001). Os hibridos com tecnologia
PowerCore™ e Optimum™ Instrasect™ originaram pupas com valor médio de

biomassa semelhante ao apresentado no milho ndo Bt (Tabela 5).

Tabela 5. Média (xEP) do peso de pupas com 24 horas de idade (g), periodo pupal
(dias), viabilidade da fase pupal (%) e deformacdo de pupas (%) de Spodoptera
frugiperda oriundas das lagartas de terceiro instar que se alimentaram de folhas de
hibridos de milho Bt e ndo Bt.

Estadios Peso de pupas (g) Periodo pupal Viabilidade pupal Deformacéo de
fenoldgicos (dias) (%) pupas (%)
V3 0,16 + 0,01 a 9,58 + 0,09 a 86,00 £2,72a 8,66 +2,43 a
V6 0,16 £ 0,01 a 9,51+0,14 a 88,31+2,73a 8,22+229a
Tecnologias
VT Pro2™ 0,15+ 0,01 b 9,59+0,18 a 86,04 + 3,47 a 9,26+ 3,61 a
Leptra® - - - -
Viptera 3¢ 0,09+0,01 a 8,33+£0,88 a 100,00 £ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a
PowerCore™ 0,17+0,01c 9,52+0,20 a 82,31+491a 9,00+ 3,71a
Herculex® 0,17+ 0,01 c 9,59 £0,08 a 93,81+3,31a 3,93+£2,01a
OptimumwI 0,16 + 0,01 bc 9,62+0,09 a 86,36 £ 5,05 a 9,54+ 4,56 a
Néo Bt 0,17+0,01c 9,89+0,13 a 86,25 5,12 a 12,68 + 4,97 a

Médias terro-padrao seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05).

' Todas as lagartas deste tratamento morreram (variancia nula).

N&o houve diferenca significativa entre os hibridos avaliados para o periodo
da fase pupal, viabilidade pupal e porcentagem de pupas deformadas. Fernandes
(2003) verificou que apesar da acdo da proteina inseticida, a duracdo da fase de

pupa foi similar entre os tratamentos Bt e ndo Bt avaliados.



44

O peso das pupas oriundas de lagartas alimentadas com PowerCore™ em
estadio V3 foi significativamente maior que quando foram alimentadas com plantas
em V6 (F =6,29; g.I. =1,42; P =0,0161). As lagartas que se alimentaram com folhas
de plantas em V6 de Herculex® apresentaram maior média de peso de pupas (F =
9,62; g.l. = 1,42; P = 0,0034). As demais tecnologias ndo apresentaram valores
significativos para a interacdo entre a idade da planta e o peso de pupas. Em V3 o
menor peso de pupas foi observado em VT Pro2™, enquanto que em V6 o menor
valor foi verificado em Viptera 3®, evidenciando algum efeito no desenvolvimento das

pupas (Tabela 6).

Tabela 6. Interacdo entre estadio fenoldgico e hibridos de milho para o peso de
pupas de Spodoptera frugiperda oriundas de lagartas de terceiro instar que se

alimentaram de folhas de hibridos de milho Bt e ndo Bt.

Estadios Fenologicos

Tecnologias
V3 V6
VT Pro2™ 0,14 + 0,003 aA 0,14 + 0,004 bA
Leptra® -t -
Viptera 3° -1 0,09 + 0,005 a
PowerCore™ 0,18 + 0,003 bB 0,16 + 0,005 bcA
Herculex® 0,16 + 0,002 abA 0,18 + 0,006 cB
Optimum™ Instrasect™ 0,16 + 0,004 abA 0,16 + 0,007 bcA
N&o Bt 0,16 + 0,002 abA 0,17 + 0,007 cA

Médiasterro-padrdo com diferentes letras minUsculas na coluna e mailsculas na linha diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

' Todas as lagartas deste tratamento morreram (variancia nula).

Em relagdo a influéncia da idade da planta sobre os adultos oriundos de
lagartas alimentadas com os hibridos avaliados, verificou-se que os adultos foram
mais longevos quando alimentados durante a fase larval com plantas mais jovens (F
= 12,19; g.l. = 1,42; P = 0,0011) (Tabela7). Houve diferenca significativa entre os
hibridos, de modo que a longevidade dos adultos oriundos das lagartas alimentadas
com Herculex® apresentaram uma média superior aos demais hibridos avaliados,
inclusive o ndo Bt (F = 17,16; g.l = 5,42; P<0,0001).
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Fernandes (2003), comparando a longevidade de adultos provenientes de
milho Bt e ndo Bt, relatou a ndo interferéncia da planta transformada nesse
parametro biolégico para o0s insetos sobreviventes, dados que contrariam o0s
observados para as diferentes tecnologias.

A duracdo do ciclo de vida, a porcentagem de deformacdo de adultos e a
razao sexual ndo foram influenciadas pela idade da planta e pelas toxinas inseticidas

presentes nos hibridos avaliados.

Tabela 7. Média (+xEP) da duracéo do ciclo de vida em dias (periodo da eclosédo das
lagartas a emergéncia do adulto), razdo sexual, longevidade de adultos (dias) e
deformacédo de adultos (%) de Spodoptera frugiperda oriundas das lagartas de

terceiro instar que se alimentaram de folhas de hibridos de milho Bt e ndo Bt.

Estadios Duracao do ciclo Deformacdo de Razéao sexual Longevidade de
fenoldgicos de vida (dias) adultos (%) adultos (dias)
V3 26,50+0,19a 10,27 £ 3,07 a 0,44+ 0,05 a 4,27+0,22 a
V6 26,07 +£0,22 a 8,85+3,71a 0,54+0,05a 345+0,17b
Tecnologias
VT Pro 2™ 26,92+0,48 a 7,60+ 3,21 a 0,53+0,07 a 3,42+0,22b
Leptra® - - - -
Viptera 3° 26,33+0,88a 33,33+33,33a 0,66 + 0,33 a 1,33+0,33a
PowerCore'" 26,39 + 0,36 a 10,50 + 4,62 a 0,38+ 0,08 a 4,33+0,33 cd
Herculex® 25,81+0,17a 10,04 + 3,64 a 0,63+ 0,05 a 4,79+0,31d
Optimum"™ 26,19+0,25a 2,86+191a 0,42 +0,07 a 3,71+ 0,10 bc
N&o Bt 26,05+0,29 a 9,46 £ 5,62 a 0,43+0,06 a 3,68 + 0,19 bc

Médias terro-padrao seguidas de letras iguais na coluna nédo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05).

' Todas as lagartas deste tratamento morreram (variancia nula).

Houve interacdo significativa entre a idade da planta e os hibridos avaliados
para a longevidade de adultos oriundos de lagartas alimentadas com folhas de milho
das diferentes tecnologias. Constatou-se que em V3 as tecnologias que
proporcionaram maior longevidade dos adultos foram Herculex® e PowerCore™ (F =
14,74; g.l. = 4,42; P<0,0001), enquanto que em V6 destacaram-se VTPro 2™,
Optimum™ Instrasect™, PowerCore™ e Herculex® (F = 11,56, g.l. = 5,42; P<0,0001)
(Tabela 8).
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Tabela 8. Interacdo entre estddios fenoldgicos e tecnologias para longevidade de
adultos oriundos das lagartas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda que foram

alimentadas com folhas de hibridos de milho Bt e ndo Bt.

Estadios Fenologicos

Tecnologia
V3 V6
VT Pro 2™ 3,79 + 0,29 abB 3,05 + 0,25 bA
Leptra® 1 -
Viptera 3° 1 1,33+ 0,33 a
PowerCore™ 4,96 + 0,52 bcB 3,71+ 0,13 bA
Herculex® 5,58 + 0,32 cB 3,99 + 0,14 bA
Optimum™
st R 3,79+ 0,17 aA 3,63+ 0,12 bA
nstrasec
Nao Bt 3,21+ 0,19 aA 4,14 + 0,14 bB

Médiaszterro-padrdo com diferentes letras minUsculas na coluna e mailsculas na linha diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

! Todas as lagartas deste tratamento morreram (variancia nula).
4. Concluséo

Lagartas de primeiro instar sdo mais suscetiveis que as lagartas de terceiro
instar aos efeitos das toxinas Bt, independentemente da tecnologia.

Lagartas de terceiro instar alimentadas com hibridos de milho com as
tecnologias PowerCore™, Herculex® e Optimum™ Instrasect™ tem desenvolvimento

similar ao de lagartas alimentadas com milho n&o Bt..
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CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS

O atual sistema de producado agricola brasileiro, onde os cultivos ocorrem de
forma constante e sucessiva dentro de um mesmo ano, tem favorecido a ocorréncia
frequente de problemas associados a artropodes pragas, especialmente o0s
lepidopteros.

Em cultivos de milho, a lagarta-do-cartucho é a que vem causando maiores
perdas econdmicas, por ser um inseto de alto potencial de dano. Apesar da adocao
de cultivos transgénicos (Bt) para o seu controle, diversos relatos de populacdes
resistentes as proteinas inseticidas puderam ser observados através de trabalhos
cientificos.

O presente trabalho demonstra que a maioria dos eventos de milho Bt
disponivel no mercado vem apresentando sérios danos por possiveis populacoes
resistentes de S. frugiperda, onde as tecnologias que expressam as proteinas
CrylAb e CrylF de forma isolada ou combinadas foram as que apresentaram as
maiores injurias. Outro aspecto observado neste trabalho é que o efeito das toxinas
Bt sobre os insetos pode ser variavel, dependendo da idade da lagarta ou do estadio
de desenvolvimento da planta. Além disso, observou-se que os hibridos com a
proteina Vip3Aa20 isolada ou combinada com demais proteinas Bt séo eficientes no
controle de S. frugiperda.

Para que a vida util dessas tecnologias seja prolongada, é imprescindivel a
adocao das estratégias de Manejo de Resisténcia de Insetos, que compreendem o
plantio de areas de refligio, uso de eventos que expressam alta dose da proteina Bt
e a piramidacao de genes. Além disso, a utilizacdo da tecnologia Bt deve ser feita
como uma das ferramentas do Manejo Integrado de Pragas, para que o controle dos
insetos-praga seja feito de maneira sustentavel sob os pontos de vista econdmico e

ecoldgico.



