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RESUMO

Monitoramento de hibridos comerciais de milho Bt (Bacillus thuringiensis) no controle
de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) no Brasil

A lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) é considerada a praga de maior importancia na cultura do milho no
Brasil e outros paises da América Latina. O controle deste inseto era baseado
majoritariamente no uso de inseticidas sintéticos, entretanto, diversos casos de populacdes
resistentes foram relatados, fazendo com que novas estratégias de controle fossem adotadas.
A utilizagdo de hibridos de milho com tecnologia Bt tem se mostrado uma tatica eficaz no
controle de S. frugiperda. Entretanto, populacdes da praga apresentaram resisténcia a algumas
proteinas expressas pelos hibridos, sendo necessario incorporar novas tecnologias e avaliar o
desempenho das mesmas em condi¢des de campo. Com isso, o objetivo deste trabalho foi
monitorar a eficiéncia de hibridos de milho Bt no controle de S. frugiperda em campos
experimentais nas regides do Parand e Distrito Federal. Foram avaliados 14 hibridos
comerciais de milho (30F53, 30F35, 30F53H, 30F35H, 30F53Y, 30F35Y, 30F53YH,
30F53VYH, 30F35VYH, 2B810PW, 30A37PW, B2612PWU, DKB290PRO e
DKB290PRO3), dos quais, h4 hibridos que expressam uma proteina, duas ou mais, ¢ também
hibridos ndo-Bt. Campos experimentais foram cultivados entre os anos de 2015 e 2018, nos
municipios de Planaltina-DF e Toledo-PR, onde os cultivos foram realizados em duas épocas
de plantio em cada ano (primeira safra e segunda safra). Ao atingirem o estagio V6, as plantas
de milho foram avaliadas quanto aos danos gerados pelo ataque de S. frugiperda, e desta
forma foram atribuidas notas para cada planta, de acordo com a escala Davis. Os hibridos
30F53, 30F53Y, 30F53YH e 30F53VYH também foram avaliados no estdgio V8. O
experimento seguiu um delineamento em blocos com parcelas casualizados, e as médias
foram separadas pelo método de bootstrap (ndo paramétrico) em cada localidade. Com os
resultados do presente experimento foi possivel constatar que tecnologias com eventos que
expressavam CrylF e CrylAb (30F53H, 30F35H, 30F53Y, 30F35Y, 30F53YH) obtiveram
danos iguais aos eventos que nao expressavam nenhuma proteina (30F53 e 30F35), hibridos
que expressavam CrylA.105 e Cry2Ab2 (2B810PW, 30A37PW, DKB290PRO e
DKB290PRO3) apresentaram danos intermediarios e aqueles que expressam a proteina
Vip3Aa20 (30F53VYH, 30F35VYH e B2612PWU) apresentaram melhor controle de S.
frugiperda em condi¢des de campo. Estes dados podem servir de subsidio para a tomada de
decisdo de agricultores ao escolher hibridos para plantios comerciais de milho.

Palavras-chave: Zea mays, Eventos transgénicos, Bacillus thuringiensis, Controle de
Spodoptera frugiperda



ABSTRACT

Monitoring commercial Bt (Bacillus thuringiensis) corn hybrids in the control of
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) in Brazil

The fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) is considered the most important corn pest in Brazil and other Latin American
countries. Its control was relied mainly on synthetic insecticides; however, several cases of
resistant populations were observed, resulting in the adoption of new control. The use of corn
hybrids containing Bt technology has been shown to be an effective tactics in S. frugiperda
control. However, several pest populations presented resistance to many of the proteins
expressed by the hybrids, highlighting the necessity to incorporate new technologies and
evaluate their performance under field conditions. Therefore, the aim of this research was to
evaluate the efficiency of Bt corn hybrids on S. frugiperda in experimental fields in the states
of Parana and Distrito Federal. Fifteen commercial corn hybrids were evaluated (30F53,
30F35, 30F53H, 30F35H, 30F53Y, 30F35Y, 30F53YH, 30F35YH, 30F53VYH, 30F35VYH,
2B810PW, 30A37PW, B2612PWU, DKB290PRO e¢ DKB290PRO3), of which there are
hybrids that can express one protein, two or more, along with non-B¢ hybrids. Experimental
fields were cultivated between the years 2015 and 2018, in the municipalities of Planaltina-
DF and Toledo-PR, where plantations were carried out in two planting seasons each year
(summer and winter). Corn plants were evaluated for signs of S. frugiperda attack at the V6
stage, and scores were attributed to each plant, according to the Davis scale. The hybrids
30F53, 30F53Y, 30F53YH e 30F53VYH were also evaluated at the V8 stage. The experiment
followed a randomized block design, and the means were separated by a non-parametric
bootstrap method in each location. The results of the present experiment indicate that
technologies with events that expressed CrylF and CrylAb (30F53H, 30F35H, 30F53Y,
30F35Y, 30F53YH) obtained damages equal to the events that did not express any protein
(30F53 and 30F35), hybrids that expressed Cryl A. 105 and Cry2Ab2 (2B810PW, 30A37PW,
DKB290PRO and DKB290PRO3) showed intermediate damage and those expressing the
Vip3Aa20 protein (30F53VYH, 30F35VYH and B2612PWU) showed better control of S.
frugiperda in field conditions. These data can serve as a subsidy for farmers' decision-making
when choosing hybrids for commercial corn plantations.

Keywords: Zea mays, Transgenic events, Bacillus thuringiensis, Control of Spodoptera
frugiperda
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1 INTRODUCAO

Nos tltimos anos o Brasil tem ganhado énfase na atividade agricola mundial, com
destaque para a producdo de grdos, na qual ¢ lider na produgdo e exportagdo em varios
segmentos (IBGE, 2020). Dentre eles, destaca-se o milho (Zea mays L.), cereal amplamente
cultivado em diversas regides do territorio nacional, utilizado tanto para alimentacdo humana
quanto animal (ALVES; AMARAL, 2011). Com o incremento de novas tecnologias na
producao dessa cultura, em um periodo de cerca de 20 anos, foi possivel aumentar a producao
de milho em 193,55%, associada a um aumento de area cultivada de 45,79% (ARTUZO et al.,
2019). Dessa forma, no ano de 2019, 99,98 milhdes de toneladas de milho foram colhidas no
Brasil, com maiores produgdes registradas nos estados de Mato Grosso, Parana, Mato Grosso
do Sul, Goias, Sao Paulo e Minas Gerais (CONAB, 2019). Apesar dos expressivos nimeros
relativos a produg¢do de milho no Brasil, podem ocorrer perdas de producdo em fungdo do
ataque de pragas, dentre as quais se destaca a lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae).

Spodoptera frugiperda ¢ um inseto altamente polifago, podendo se alimentar de
diversas espécies cultivadas, como sorgo, arroz e algoddo, e ¢ considerada a praga de maior
importancia na cultura do milho no Brasil e diversos paises da América Latina (POGUE,
2002; NAGOSHI; MEAGHER, 2008). Lagartas de S. frugiperda podem causar danos a
cultura do milho tanto em fases vegetativas quanto reprodutivas, € consequentemente
significativas perdas de producdo (DA ROSA; BARCELOS, 2012). O controle de S.
frugiperda durante muitos anos foi feito majoritariamente por meio da aplicacdo de
inseticidas sintéticos, entretanto, devido ao uso indiscriminado houve a sele¢ao de populacdes
resistentes a diversos inseticidas convencionais, € consequentes dificuldades no controle da
praga (YU; NGUYEN; ABO-ELGHAR, 2003; CARVALHO et al., 2013), o que levou a
necessidade de adogdo de taticas adicionais de controle.

Dentre as taticas adotadas, destaca-se o uso de hibridos geneticamente modificados.
Por meio do processo de insercao de genes da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner (Bf) em
plantas cultivadas, ocorre a expressao de proteinas Bt com atividade inseticida em todos os
tecidos da planta, causando efeitos sobre insetos que delas se alimentam (SCHNEP;
WHITELEY, 1981; BABU et al., 2003). Inicialmente, era possivel expressar apenas uma
proteina Bt por hibrido, ¢ com o tempo foi possivel inserir eventos transgénicos que
resultavam na expressdo de duas ou mais proteinas (eventos piramidados) (CTNBio, 2007,

2009; BADRAN et al., 2016). No Brasil, o milho Bt tem sido amplamente utilizado em
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cultivos comerciais com objetivo de controlar lepidopteros-praga, dentre os quais S.
frugiperda, atingindo bons resultados e reduzindo a necessidade de aplicacdo de inseticidas
(WAQUIL; VILLELA; FOSTER, 2010; CELERES, 2019).

Entretanto, devido a fatores como o uso sucessivo de tecnologias Bts que expressam as
mesmas proteinas, nenhuma ou baixa adogdo de areas de refugio, e caracteristicas bioldgicas
de S. frugiperda, diversos casos de populacdes resistentes ao milho Bt foram relatados no
Brasil (BERNARDI et al., 2016b; MARTINELLI et al., 2017; MOSCARDINI et al., 2020).
Além de resisténcia a proteinas do grupo “Cry”, primeiro a ser inserido em plantas de milho
(FARIAS et al., 2014; OMOTO et al., 2016), ha relatos também de populagdes resistentes a
tecnologias mais recentes, como por exemplo a proteina Vip3Aa (AMARAL et al., 2020).

Com isto, associado ao manejo de resisténcia de pragas, ¢ necessario inserir novas
tecnologias Bts com maior eficiéncia no controle de S. frugiperda, e avaliar sua eficiéncia em
condi¢des de campo. Desta forma, o presente trabalho tem o intuito de avaliar o desempenho
de hibridos de milho Bf no controle de S. frugiperda em diferentes regides produtoras no

Brasil.

1.1 Objetivo

Monitorar e analisar a eficacia dos principais eventos transgénicos resistentes a insetos
liberados no Brasil, em hibridos de milho comerciais, no controle de S. frugiperda,
acompanhando a primeira e segunda safra de milho no Brasil em uma série historica de 4 anos
(2015 a 2018) em duas regides representativas na producdo de milho no pais (Distrito Federal

e Parand).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Aspectos gerais de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)

Spodoptera frugiperda é um inseto originario do Hemisfério Ocidental, altamente
polifago e com elevada capacidade de dispersdo, sendo esta espécie considerada a principal
praga na cultura do milho no Brasil (CRUZ; TURPIN, 1982; CASMUZ et al., 2010). Por
apresentar o habito de se alimentar de uma série de plantas cultivadas no pais, tem ocorréncia
em praticamente todos os estados brasileiros. Foi inicialmente relatada em 1964 causando
danos em milho, arroz e pastagens, e atualmente estd presente em diferentes sistemas de
cultivo, como por exemplo no sistema Santa Fé, onde ha o consorcio de milho e braquiaria
(CRUZ; TURPIN, 1983; CONCEICAO, 2019).

Nas américas, além da cultura do milho, foram relatados ataque na cultura do arroz,
soja, sorgo, algodao, trigo, tomate, entre outras (MONTEZANO et al., 2018). Esta
caracteristica de ter diferentes hospedeiros contribuiu para a separa¢do de duas linhagens
geneticamente diferentes, porém, apresentando a mesma morfologia, conhecidas como raga
“milho” que tem preferéncia por atacar milho, algoddo e sorgo e raca “arroz” que apresenta
preferéncia pela cultura de arroz e pastagens (BUSATO et al., 2004). J4, quando se analisa
algoddo e milho como plantas hospedeiras, ndo foi possivel identificar nenhum agrupamento,
que levasse a sugerir um agrupamento de populagdes de S. frugiperda, em um nivel
significativo de fluxo génico (ARIAS et al., 2019).

Caracteristicas biologicas de S. frugiperda podem variar de acordo com alguns fatores.
Esta espécie pode apresentar de 4 e 7 instares larvais, dependo das condigdes climaticas como
temperatura ¢ umidade, além da planta hospedeira (PITRE; HOGG, 1983). A lagarta quando
se alimentou de algoddo e soja apresentou um desenvolvimento mais rapido e pupas mais
leves quando comparada aquelas que se alimentaram de milho (PITRE; HOGG, 1983;
BARROS; TORRES; BUENO, 2010).

O inseto tem habito de atacar as folhas do milho, dando preferéncia as folhas jovens
do cartucho no periodo vegetativo (CARVALHO, 1970; BUNTIN, 1986; YANG et al.,
2018). Se a infestagdo da praga for nos primeiros estadios fenoldgicos do milho, os danos
causados por S. frugiperda podem levar a planta a morte. Além de danos causados na fase
vegetativa da cultura, a praga pode causar danos na fase reprodutiva, atacando o pendado ¢ a
espiga, gerando perdas quantitativas (redugdo na producdo) e qualitativas (favorecimento do
desenvolvimento de fungos e presenca de microtoxinas nos graos) (CRUZ; FIGUEIREDO;
MATOSO, 1999; BUSATO et al., 2004).
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O controle de S. frugiperda no Brasil e no mundo tem se tornado cada vez mais dificil,
pois, ha diversos relatos de populacdes resistentes desta espécie a grande parte dos inseticidas
convencionais (DA ROSA; BARCELOS, 2012). At¢ mesmo para produtos langados ha
poucos anos, como o inseticida clorantraniliprole, populagdes resistentes foram relatadas
(BOLZAN et al., 2019). Por conta deste cenario, a adogdo da tecnologia Bf no controle de S.
frugiperda faz-se necessdria, seja através da inser¢do de genes em plantas ou na utilizacio de
inseticidas a base de B. thuringiensis (WAQUIL; VILLELA; FOSTER, 2010; GOMES et al.,
2018).

A utilizagdo comercial de plantas Bf tem sido umas das principais ferramentas
utilizadas hoje no controle de S. frugiperda. Porém, as caracteristicas bioldgicas da praga
como alta fecundidade, polifagia e muitas geragdes durante o ano, associado ao modo de
cultivo atual, onde hé o plantio subsequente de culturas, muitas vezes expressando as mesmas
proteinas B¢, faz com que tenhamos um cendrio favoravel para evolugdo de casos de
resisténcia (BERNARDI et al., 2016a).

Em ambito nacional, casos de populagdes de S. frugiperda resistentes a tecnologias de
milho Bt foram relatados para as proteinas CrylF, CrylAb e Vip3Aa (FARIAS et al., 2014;
OMOTO et al., 2016; AMARAL et al., 2020). Com isso, ¢ fundamental o uso das estratégias
de Manejo de Resisténcia de Insetos - MRI, além do monitoramento das biotecnologias, a fim
de prolongar a vida util dessas tecnologias no campo e retardar a sele¢cdo de populacdes

resistentes.

2.2 Milho (Zea mays L.)
2.2.1 Fenologia

O milho ¢ uma planta que pertence a familia Poaceae, do género Zea e espécie Zea
mays L, tem como caracteristicas o colmo ereto e as folhas do tipo completa (limbo, peciolo e
bainha). Os hibridos de milho que sdo utilizados no Brasil e no mundo, tem origem do
cruzamento de linhagens, que irdo dar hibridos mais vigorosos (Heterose) e com as
caracteristicas desejadas para cada regido. Suas sementes sdo do tipo cariopse, sendo
divididas em: Pericarpo — que tem origem na parede do ovario; Endosperma — este representa
a maior parte do grao de milho, ¢ Embrido nesta parte ndo a reservas e sim o primdrdio de
todos os orgdos que irdo dar origem a uma nova planta (MAGALHAES et al., 2002;
SANTOS, 2019).

A raiz por sua vez ¢ fasciculada, e pode atingir mais de um metro de profundidade,

dependendo das caracteristicas do hibrido e do solo presente na regido. A radicula da origem
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a raiz primaria, esta por sua vez cresce no solo verticalmente até dar origem as raizes
secundarias. Quando o milho apresenta maior desenvolvimento fisioldgico ha o surgimento
das raizes adventicias, que terdo papel fundamental na estrutura¢do da planta, auxiliando
também em sua fixagdo no solo. Seu colmo ereto, pode ultrapassar os 2 metros de altura, é
raro o aparecimento de ramificagdes, sua fungdo esta relacionada em acumular reservas, em
forma de sacarose, e promover a movimentacdo de nutrientes e agua, através dos vasos
(xilema e floema) do solo as partes que necessitam (MAGALHAES; DURAES; GOMID,
1996; BARROS; CALADO, 2014).

As folhas, como mencionado anteriormente, sdo completas e dispostas na planta de
forma alternada. O comprimento destas folhas ¢ superior a largura, gerando um formado que
lembra uma langa, por isso o nome de folha lanceolada. Sua inflorescéncia apresenta
separacao, sendo a parte masculina agrupada em panicula, situada na parte superior da planta
e a inflorescéncia feminina ¢ designada de espiga, constituida por um eixo onde se dispde os
alvéolos e as espiguetas aos pares. Por a planta de milho apresentar a parte masculina antes da
parte feminina a mesma e definida como protandrica (MAGALHAES, 2006; LOPES, 2016).

A flor masculina ¢ composta por trés estames que tem a capacidade de produzir
polen por até oito dias. A inflorescéncia feminina ¢ formada por um eixo onde ficam os
alvéolos e as espiguetas. Assim cada espigueta ¢ formada por duas flores, uma fértil e uma

estéril e cada flor possui um estilo-estigma (BARROS; CALADO, 2014; CRUZ et al., 2018).

2.2.2 Producao de milho no Brasil

O milho ¢ uma das culturas mais semeadas no mundo, como aponta o Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos - USDA, com a produgao estimada para a safra 2020/21 de
1.134,05 milhdo de toneladas (USDA, 2020). Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica - IBGE (IBGE, 2020), apontam que de 1990 a 2015, houve um aumento superior a
30% na area plantada de milho no pais, o 6rgdo ainda prevé uma safra recorde em 2021, com
262,2 milhdes de toneladas de milho colhidas. Esses nimeros mostram a importancia da
ciéncia associada a agriculta nos Ultimos anos, através do acréscimo de produtividade, ano
apoOs ano. A escolha de hibridos mais produtivos, com uma melhor carga genética e muitas
vezes contando com tecnologicas inseridas, como por exemplo plantas Bt, faz com que a
perspectiva seja sempre de crescimento e melhor retorno financeiro (CIB, 2019).

No decorrer dos ultimos anos, houve mudangas nos principais produtores nacionais

de milho. No inicio dos anos 90, as regides Sul e Sudeste representavam mais de 60% da area



18

plantada de milho no pais e contribuiam com mais de 75% da producgdo nacional. Em 2015, a
regido Centro Oeste passou a ser a mais importante para a cultura, plantando mais de 40% da
area total de milho e contribuindo com cerca de 47% da producdo nacional (IBGE, 2020). Em
levantamento feito pela Conab, referente a safra 2020/2021, a area planta de milho foi
19.495,2 milhdes de hectares com produtividade média de 5629 kg/ha e produgdo total de
108.068,7 milhdes de toneladas (CONAB, 2021)

Como o milho ¢ uma cultura de propor¢des mundiais, hd uma enorme diversidade de
condigdes climaticas e técnicas para o seu plantio, neste cendrio a campos de produgdo de
subsisténcia (pequenas areas € com baixa adocdo de tecnologia) até campos de producao
extensiva (grandes areas e com alta adocdo de tecnologia), alguns autores dividem estes
ambientes de producdo de milho, levando em conta a adogdo de tecnoldgicas. Segundo
Coelho, Cruz e Pereira-filho (2004), essas classes tecnologicas se dividem em: marginal;
baixa; média; e de alta tecnologia. J& Sangoi et al. (2002) propds uma divisao em trés niveis
tecnolodgicos, de acordo com a produtividade da cultura. Com a classificagdo dos ambientes de
producdo em niveis tecnologicos torna-se mais pratico adotar estratégias de cultivo que
otimizem os investimentos e maximizem as produtividades (PADILHA, 2014).

Os fatores tecnologicos utilizados para a separacao destes grupos citados a cima,
podem ser divididos em dois grupos: fatores que influenciam a produtividade de forma direta
(ex. potencial produtivo presente no hibrido de milho), e os fatores que podem influenciar na
perca de produtividade (ex. insetos, plantas daninhas e doengas) (COELHO; CRUZ;
PEREIRA-FILHO, 2004). Fatores que influenciam a produtividade de forma direta sdo o que
dardo um teto produtivo a ser alcangado e estdo ligados ao melhoramento genético, ao
posicionamento adequado da semeadura na janela de plantio e regido de semeadura. Ja os
fatores ligados a perda de produtividade, como insetos praga, sdo responsaveis por a planta
ndo atingir seu teto produtivo, sendo necessirio medidas para mitigar este dano, como

utilizagdo de inseticidas ou plantas Bt (CRUZ; FIGUEIREDO; MATOSO, 1999).

2.2.3 Plantas OGM (organismos geneticamente modificados) resistentes a insetos

Com a utilizacdo de engenharia genética, se tornou possivel a introdugdo de genes
que codificam proteinas inseticidas no genoma das plantas, possibilitando a expressao
continua dessas proteinas no tecido vegetal, atingindo assim os insetos-alvos que se
alimentam dessas plantas (SCHNEP; WHITELEY, 1981). Como um dos principais exemplos

na agricultura atual, temos a utiliza¢do de genes da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner
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(Bt), que codificam proteinas capazes de intoxicar os insetos revelando novas perspectivas de
uso desta tecnologia no controle de pragas (BABU et al., 2003).

Por conta de dificuldade mostrada no processo de inser¢do destes genes em plantas,
as primeiras plantas Bt foram obtidas apenas em 1987 por meio da inser¢dao do gene Cry, em
plantas de tomate e tabaco (FISCHHOFF, 1987). Apos esse periodo, varias outras proteinas
Cry foram inseridas em diversas culturas, tais como soja, milho e algoddo, auxiliando no
controle de diversas pragas, na agricultura mundial (HOMRICH et al., 2008).

As proteinas Bt possuem um modo de agdo Unico, levando os insetos a morte através
de um processo complexo. As proteinas sdo ativadas no pH basico do meséntero de
lepidopteros, por meio de proteases especificas, e se acoplam as microvilosidades apicais das
membranas das cé€lulas, causando a formacdo de poros e lise das células epiteliais do
meséntero (GILL; COWLES; PIETRATONIO, 1992). Com isso, ocorre o rompimento do
epitélio do meséntero do inseto, liberando o contetido celular de seu interior, fornecendo aos
esporos um meio favoravel a esporulagdo, o que leva a uma infec¢do generalizada levando a
morte por septicemia (BRAVO et al., 2007).

Um processo semelhante ao descrito, ocorre quando as proteinas Bt sdo expressas em
plantas, entretanto neste caso as plantas transgénicas codificam a expressdo de proteinas na
forma ativa e soluvel, de forma que o unico fator de especificidade ¢ a presenga de receptores
na membrana do meséntero (STOTZKY, 2000). As proteinas quando ativas se ligam a
receptores na membrana do meséntero dos insetos suscetiveis, inserindo-se na membrana
apical e formando poros (JURAT-FUENTES; CRICKMORE, 2017).

As plantas Bt sdo de fundamental importancia na implementacdo de programas de
manejo integrado de pragas (MIP) em diversas culturas, devido as proteinas com acdo
inseticidas estarem presentes durante todo o ciclo todo da planta, promovendo controle
eficiente. Os eventos transgénicos inseridos nas plantas podem resultar na expressdo de
proteinas isoladas ou associadas, no caso da expressdo de duas ou mais proteinas (neste caso
chamados de eventos piramidados) (BABU et al., 2003; BADRAN et al., 2016).

As primeiras plantas de milho B¢ expressavam uma Unica proteina em seus tecidos
(CTNBio, 2007, 2008). Em 2009, ocorreu o registro ¢ liberagdo de cultivos de milho
comerciais Bf que expressam mais de uma proteina, consideradas “piramidadas”, como por
exemplo o milho MON 89034 YieldGard VT PRO™ (CrylA.105/Cry2Ab2), MON 89034 x
TC 1507 PowerCore™ (Cry1A.105/Cry2Ab2/Cry1F); MIR 162 + Bt 11 (Cryl1Ab/Vip3Aa20),
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TC1507 + MON 810 (CrylF/Cryl1Ab) (CTNBIO, 2009; CTNBIO, 2010; BERNARDI et al.,
2016a).

Dentre as plantas geneticamente modificadas mais recentes, pode-se citar como
exemplo, a soja Conkesta™, que por sua vez, possui inserido 0s genes que expressam as
proteinas inseticidas CrylAC e CrylF (Corteva AgriSciences, LLC, Indianapolis, IN). Tal
biotecnologia apresenta alta eficicia no controle das espécies Anticarsia gemmatalis Hiibner
(Lepidoptera: Erebidae), Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae)
Chloridea virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) (MARQUES et al., 2017). Pode-se
citar também o milho PowerCore Ultra™, que expressa as proteinas CrylF, CrylA.105,
Cry2Ab2 e Vip3Aa20, apresentando bom controle para S. frugiperda nas fases iniciais da
cultura (MOSCARDINI et al., 2020).

Atualmente, ¢ cultivado no Brasil aproximadamente 50 milhdes de hectares de com
culturas transgénicas, levando em conta nesta estimativa as culturas de soja, milho e algodao.
Com isso, o pais ocupa a segunda colocagdo no ranking de paises que mais utilizam esta
tecnologia na protecdo de suas lavouras. Atualmente, os eventos Bt, estdo distribuidos da
seguinte forma: 92,3% para soja; 86,7% para milho segunda safra (segunda safra); 74,7% para
milho primeira safra e supera os 90% para o algodio (CELERES, 2019).

Espera-se que essas biotecnologias resistentes a insetos reduzam as perdas nas
lavouras nos proximos anos, gerando aumento de producdo, reducdo nas aplicacdes de

inseticidas e maiores lucros para os produtores (CIB, 2019).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local, época de plantio e condi¢des climaticas

Os plantios foram realizados durante 4 anos, de 2015 a 2018, nos municipios de
Toledo-PR (Tabela 1) e Planaltina-DF (Tabela 2). Em cada ano foram feitos plantios em duas
safras (primeira safra e segunda safra de milho), quando a semeadura foi possivel. No total,
sete safras foram avaliadas em cada localidade, com inicio na segunda safra de 2015 e

conclusdo na segunda safra de 2018.

Tabela 1 - Epoca de plantio contendo ano, data de plantio e colheita em Planaltina-DF*.

Safra/ano Plantio Colheita
2° Safra 2015 28-Jan-15 27-Mai-15
1° Safra 2015/16 26-Nov-15 28-Mar-16
2° Safra 2016 18-Jan-16 6-Mai-16
1° Safra 2016/17 2-Dez-16 25-Mar-17
2° Safra 2017 18-Jan-17 19-Mai-17
1° Safra 2017/18 23-Nov-17 8-Mar-18
2° Safra 2018 13-Mar-18 10-Jul-18

) Coordenadas da estagdo experimental de Planaltina: 15°43°30” S e 47°36°32” W.

Tabela 2 - Epoca de plantio contendo ano, data de plantio e colheita em Toledo-PR*.

Safra/ano Plantio Colheita

2° Safra 2015 5-Jan-15 1-Jul-15

1° Safra 2015/16 22-Set-15 23-Fev-16
2° Safra 2016 8-Fev-16 21-Jul-16
1° Safra 2016/17 9-Set-16 23-Jan-17
2° Safra 2017 27-Jan-17 10-Mai-17
1° Safra 2017/18 5-Out-17 31-Jan-18
2° Safra 2018 23-Fev-18 20-Jul-18

) Coordenadas da estagdo experimental de Toledo: 24°40°23” S 53°45°28” W.

3.2 Hibridos avaliados

Os hibridos comerciais avaliados estdo apresentados na Tabela 3, seguidos dos eventos
transgénicos incorporados ¢ proteinas Bt que sdo expressas por cada hibrido. Dentre os
tratamentos, foram avaliados hibridos ndo Bz, hibridos que expressam proteinas isoladas, bem
como eventos piramidados. H4 hibridos que expressam o mesmo evento, como 30F53VYH e
30F35VYH, o que muda neste caso, seria o germoplasma em que o evento esta inserido, estes
hibridos apresentam caracteristicas diferentes quanto a suscetibilidade a doengas, graus de

maturagdo etc.
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Tabela 3 - Hibridos comerciais de milho testados, indicando os eventos transgénicos com suas

proteinas Bt.

Hibrido Eventos transgénicos Proteinas Bt
30F53 - -
30F35 - )
30F53H DAS-01507-1 CrylF
30F35H DAS-01507-1 CrylF
30F53Y MON-89034-3 CrylAb
30F35Y MON-890334-3 CrylAb
30F53YH MON-00810-6 x DAS-01507-1 CrylF x CrylAb
DAS-01507-1 x MON-QQ810-6 x VIP3Aa20 x CrylAb x
30F53VYH
SYN-IR162-4 x MON-0OQ60D3-6 CrylF
DAS-0Q1507-1 x MON-0Q0810-6 x VIP3Aa20 x CrylAb x
30F35VYH
SYN-IR162-4 x MON-OQ60D3-6 CrylF
MON-89034-3 x DAS-01507-1 % CrylA.105/Cry2Ab2 x
2B810PW
MON-006(3-6 CrylF
MON-89034-3 x DAS-01507-1 % CrylA.105/Cry2Ab2 x
30A37PW
MON-006(3-6 CrylF
VIP3Aa20 x
MON-89034-3 x DAS-015@7-1 %
B2612PWU CrylA.105/Cry2Ab2 x
MON-00603-6 x SYN-IR162-4
CrylF
DKB290PRO MON-89034-3 CrylA.105/Cry2Ab2
CrylA.105/Cry2Ab2 x
DKB290PRO3 MON-89034-3 x MON-88@17

Cry3Bbl

3.3 Plantio e manutencio dos hibridos nos ensaios

O plantio nos experimentos foi feito com o auxilio de uma semeadora de parcelas

experimentais com 4 linhas, garantindo que os materiais ndo fossem misturados durante o

plantio (Figura 1), quando nao foi possivel o plantio foi feito de forma manual. As sementes

foram alocadas com 3 cm de profundidade, com densidade de semeadura de 4 sementes por

metro linear com um espacamento entre linhas de 0,5 m. As parcelas continham 4 linhas de 5

metros (4,2 de parcela util e 0,8 de corredor|), totalizando 67 plantas na parcela, sendo o

experimento conduzido em delineamento em blocos com parcelas casualizadas. Para o
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controle de plantas daninhas utilizou-se os herbicidas Callisto® (mesotrione) + Proof®
(atrazina), ambos utilizados na dose recomendada pela bula para a cultura do milho, visando o
controle pré e pds emergente de plantas daninhas com folhas largas e estreitas. Para as
adubagdes de cobertura foi utilizado o adubo com a formulacdo 20-00-20, na dose de 150
Kg/ha, esta adubacdo era feita quando o milho estava por volta de duas semanas apos o
plantio, garantindo melhor crescimento da lavoura e seguindo os protocolos utilizados pelos

produtores.

Figura 1 - Detalhes do plantio e conduc@o dos experimentos. A. Semeadora de parcelas. B. Plantio do
experimento. C. Pulverizador tratorizado. D. Pulverizador aplicando herbicida. E. Ensaio

com milho em VE. F. Ensaio com milho em V5
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3.4 Avaliacao

A avaliacdo foi feita por meio da andlise dos danos causados por S. frugiperda em 18
plantas de milho das duas linhas centrais, desprezando um metro nos extremos de cada
parcela. Foi analisada a desfolha causada por S. frugiperda em plantas no estagio V6, e para
isso, foi utilizada a escala Davis como referéncia (DAVIS; NC; WILLIANS, 1992) (Figura
2). Para os quatro hibridos 30F53, 30F53H, 30F53YH e 30F53VYH, também foi avaliado o
dano causado por S. frugiperda no estdgio V8 (Apenas na segunda safra de 2015 em Toledo-
PR, nido foi possivel esta avaliacdo em V8). O dano observado foi comparado com descri¢cdes
da escala de notas (Tabela 4), e desta forma foi atribuido um valor para cada planta de acordo

com o0s danos.



Figura 2 - A. Avaliag@o do hibrido 30F53 em V6. B. Avaliagdo do hibrido 30F53H em V6. C.
Avaliacao do hibrido 30F53YH em V6.D. Avaliacdo do hibrido 30F53VYH em V6. E.
Avalia¢do do hibrido 30F53 em V8. F. Avaliagdo do hibrido 30F53H em V8. G.
Avaliagdo do hibrido 30F53YH em V8. H. Avaliagdo do hibrido 30F53VYH em V8.
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Tabela 4 - Escala de notas para avaliacdo de injurias causadas por S. frugiperda em plantas de

milho (DAVIS; NC; WILLIANS, 1992).

Valor da nota Descricao das injurias
0 Planta sem injuria
1 Planta com pontuagdes
2 Planta com pontuagdes, 1 a 3 lesdes circulares

pequenas (até 1,5 cm)

3 Planta com 1 a 5 lesdes circulares pequenas (até
1,5 cm) + 1 a 3 lesdes alongadas (maiores que 1,5
cm e menores que 3 cm) + pequenos furos
circulares (até 0,5 cm)

4 Planta com 1 a 3 lesdes alongadas grandes
(maiores que 3 cm) em 1 a 2 folhas + 1 a 5 furos
(até 1,5 cm)

5 Planta com 1 a 3 lesdes alongadas grandes
(maiores que 3 cm) em 1 a 2 folhas + 1 a 5 furos
(até 1,5 cm)

6 Planta com 1 a 3 lesdes alongadas grandes
(maiores que 3 cm) em 2 ou mais folhas + 1 a3
furos grandes (maiores que 1,5 cm) em 2 ou mais
folhas

7 Planta com 3 a 5 lesdes alongadas grandes
(maiores que 3,5 cm) em 2 ou mais folhas +3 a 5
furos grandes (maiores que 1,5 cm) em 2 ou mais
folhas

8 Planta com muitas lesdes alongadas (mais de 5) de
todos os tamanhos na maioria das folhas + muitos
furos médios a grandes (mais de 5 ¢ maiores que 3
cm) em muitas folhas

9 Planta totalmente destruida

3.5 Analise estatistica
As notas de dano dos genotipos em cada safra foram contrastadas por meio de

comparagao entre os genotipos em cada safra e entre as safras para cada gendtipo. Foram
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estimados intervalos de confianca com 95% de probabilidade, gerados com a técnica ndo-
paramétrica de amostragem e re-amostragem bootstrap, com 10.000 pseudo-replicacdes,
sendo as notas de dano re-amostradas em cada tratamento com o pacote “boot” (CANTY;
RIPLEY, 2019). Os dendrogramas foram obtidos com base nas matrizes de distancias, e os
agrupamentos foram calculados pelo método estatistico de Ward. O método permitiu
comparar as notas mais proximas ou mais distantes entre os genotipos, dentro de cada
localidade. Para a comparacdo visual entre os dendrogramas de cada local foi empregada a
funcdo “tanglegram” do pacote “dendextend” (GALILIL 2015). A comparacdo das notas de
dano do mesmo hibrido entre diferentes localidades foi feita por meio de andlise com
regressao nao-paramétrica do tipo polinomial local, utilizando o método loess, fungdo
parametric= false no pacote “ggplot2” (WICKHAM, 2016). A comparagdo dos tratamentos
foi dada conforme a sobreposi¢do das regides de confianca (o0 = 95%). Todas as andlises

foram realizadas no programa estatistico R (R CORE TEAM, 2020).
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4 RESULTADOS
4.1 Toledo-PR

Quando comparado os eventos nas safras, na segunda safra 2015, os hibridos 30F53
(Nao-Bf), 30F35 (Nao-Bt), 30F35H (CrylF), 30F53YH (CrylF x CrylAb) e DKB290PRO
(CrylA.105/Cry2Ab2) apresentaram os maiores valores na escala de Davis, portanto,
apresentaram maior susceptibilidade a S. frugiperda, seguidos por 30F53H (CrylF), e os
menores valores foram observados para os hibridos 30F53H (CrylF), 2B810PW
(CrylA.105/Cry2Ab2 x CrylF), 30A37PW (Cryl1A.105/Cry2Ab2 x CrylF) e DKB290PRO3
(Tabela 5).

Na primeira safra 2015/16, os hibridos 30F53, 30F35, 30F53H, 30F35H, 30F53Y
(CrylAb), 30F35Y (CrylAb) e 30F53YH foram os mais susceptiveis a S. frugiperda, seguido
pelos hibridos 2B810PW, 30A37PW e DKB290PRO. Os hibridos 30F53VYH (VIP3Aa20 x
CrylAb x CrylF) e 30F35VYH (VIP3Aa20 x CrylAb x CrylF), apresentaram os menores
valores, portanto, maior resisténcia a praga (Tabela 5). Na segunda safra 2016, os hibridos
30F53Y e 30F53 apresentaram os maiores valores na escala Davis, seguidos por 30F35,
30F53H, 30F35H, 30F53Y e 30F53YH (30F53 nao diferiu dos tratamentos mencionados)
(Tabela 5). Em seguida, 2B810PW, 30A37PW, DKB290PRO ¢ DKB290PRO3, e por fim os
menores valores foram observados mais uma vez para 30F53VYH e 30F35VYH.

Na primeira safra de 2016/17, 30F53 e 30F35 apresentaram maiores danos, seguidos
por 30F53H, 30F35H, 30F35Y e 30F53YH (30F35 nao diferiu dos tratamentos mencionados).
Seguindo, tem-se o hibrido 30F53Y, seguido por 30A37PW e mais adiante 2B810PW,
DKB290PRO ¢ DKB290PRO3. Mais uma vez, 30F53VYH e 30F35VYH apresentaram os
menores valores. Na segunda safra de 2017, os maiores valores da escala foram observados
para 30F53, 30F35, 30F53H e 30F53Y, seguidos de 30F35Y e 30F53YH, sendo que este
ultimo foi similar a 30F35H (Tabela 5). Em seguida, 2B810PW, 30A37PW, DKB290PRO e
DKB290PRO3. Novamente, 30F53VYH e 30F35VYH apresentaram os menores valores.

Na primeira safra de 2017/18, 30F53 e 30F35Y tiveram os maiores valores. Em
seguida, 30F35, 30F53H, 30F35H e 30F53Y (esses tratamentos foram similares a 30F35Y, e,
também, 30F53YH). Apresentando menores valores na escala Davis, que os citados
anteriormente, temos os hibridos DKB290PRO, DKB290PRO3 ¢ 2B810PW, sendo as duas
ultimas similares a 30A37PW. Novamente, 30F53VYH ¢ 30F35VYH apresentaram os
menores valores. Na segunda safra de 2018, os maiores valores da escala Davis foram

observados para 30F53H e 30F35Y, sendo que o ultimo hibrido foi similar a 30F35, 30F53Y
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e 30F53YH (Tabela 5). Em seguida os hibridos 30F53, 30F35H e 30A37PW (que ndo
diferiram estatisticamente de 30F53Y e 30F53YH), seguidos por 2B810PW, DKB290PRO e
DKB290PRO3 (que ndo diferiram estatisticamente de 30A37PW). Os menores valores foram
observados para B2612PWU (CrylA.105/Cry2Ab2 x CrylF) e mais uma vez para
30F53VYH e 30F35VYH.

Quando comparamos os eventos entre as safras (primeira e segunda safra), nos
diferentes anos, temos:

30F53 (Nao-Bt): O maior valor de injuria pela escala Davis foi observado na primeira
safra de 2016/17, seguido das segundas safras de 2015 e 2017, e pelas primeiras safras de
2015/16 e 2017/18, respectivamente. Em seguida, a segunda safra de 2018, e por fim os
menores valores foram observados na segunda safra de 2016.

30F35 (Nao-Bt): Os valores observados para 30F35 foram muito similares a 30F53,
sendo a Unica diferenca que maiores danos foram observados na primeira safra de 2017/18 em
comparagdo com a segunda safra de 2018.

30F53H (CrylF): Os maiores danos foram observados na primeira safra de 2016/17 e
segunda safras de 2017 e 2018. Em seguida, a primeira safra de 2015/16 (que ndo diferiu da
segunda safra de 2018), e depois a segunda safra de 2017. Os menores valores foram
observados nas segundas safras de 2015 e 2016, sendo os menores valores na segunda safra
de 2016.

30F35H (CrylF): os maiores valores foram observados na primeira safra de 2016/17 e
na segunda safra de 2015, sendo este Gltimo similar a primeira safra de 2015/16. Em seguida,
por ordem de maior para menor dano, a segunda safra de 2017, primeira safra de 2017,
segunda safra de 2018 e segunda safra de 2016 (todas as safras diferiram estatisticamente
entre si).

30F53Y (CrylAb): os maiores danos foram observados na segunda safra de 2017,
seguido pelas primeiras safras de 2015/16 e 2016/17. Menores danos foram observados na
primeira safra de 2017/18 e segunda safra de 2018, e os melhores resultados foram
observados na segunda safra de 2016.

30F35Y (CrylAb): na primeira safra de 2016/17 os maiores danos foram observados,
seguidos das segundas safras de 2017 ¢ 2018 e primeira safra de 2015/16. Em seguida, a
primeira safra de 2017/18, e os menores valores foram observados para a segunda safra de
2016.

30F53YH (CrylF x CrylAb): maiores valores foram observados nas primeiras safras

de 2015/16 e 2016/17 e nas segunda safras de 2015 e 2017. Em seguida, primeira safra de
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2017/18 e segunda safra de 2018, e os menores valores foram observados na segunda safra de
2016.

30F53VYH (VIP3Aa20 x CrylAb x CrylF): os maiores valores foram observados na
segunda safra de 2017 e nas primeiras safras de 2015/16 e 2017/18, sendo que os dois Gltimos
foram similares ao demais periodos avaliados.

30F35VYH (VIP3Aa20 x CrylAb % Cry1F): os maiores valores foram observados nas
primeiras safras de 2015/16 e 2017/18 e segundas safras de 2017 e 2018, sendo que os valores
observados na primeira safra de 2015/16 e segunda safra de 2018 foram similares aos demais
periodos avaliados.

2B810PW (CrylA.105/Cry2Ab2 x CrylF): o maior valor foi observado na segunda
safra de 2017, seguido da primeira safra 2015/16 e segunda safra de 2015. Em seguida,
valores menores foram observados para a primeira safra de 2017/18 e segunda safras de 2016
e 2018, e o menor valor foi observado para a segunda safra 2016.

30A37PW (CrylA.105/Cry2Ab2 x CrylF): o maior valor foi observado na segunda
safra de 2017, seguido das primeiras safras de 2015/16 e 2016/17 e segunda safras de 2015 e
2018. Em seguida, a primeira safra de 2017/18, e o menor valor foi observado para a segunda
safra de 2016.

B2612PWU (VIP3Aa20 x CrylA.105/Cry2Ab2 x CrylF): No caso deste hibrido,
como o mesmo foi plantado apenas em 2018, ndo a comparagdo com as outras safras. Porém
ele apresentou eficacia semelhante ao 30F53VYH e 30F35VYH.

DKB290PRO (CrylA.105/Cry2Ab2): os maiores valores foram observados nas
segunda safras de 2015 e 2017, seguido da primeira safra de 2015/16. Em seguida, valores
menores foram observados para a primeira safra de 2017/18 e segunda safras de 2016 e 2018,
e o menor valor foi observado para a segunda safra 2016.

DKB290PRO3 (CrylA.105/Cry2Ab2 x Cry3Bbl): os maiores valores foram
observados nas segunda safras de 2015 e 2017, seguido das primeiras safras de 2015/16,
2016/17 e 2017/18 e segunda safra de 2018, ¢ o menor valor foi observado para a segunda

safra de 2016.



199410

x AV TAID/SOT VAL
ATAID) x 7AVTAID/SOT VIAID x 0TeVEdIA - NMATI9TH ‘AT141D x ZAVZAID/SOT VIADD - MALEVOE ‘ATAID x ZaVZAID/SOT VIAID - MdO18T ‘ATAID x qQVIAID
x 0TBVEdIA — HAASEA0E @ HAAESAOE ‘AVIAID x AT1A1D) — HAESAOE ‘QVIAID — ASEA0E @ AESA0E ‘ATAD — HSEA0E 9 HESAOE 9 08N — SEA0E @ £540€ SOIUSAT BION

- Ooddoecaxd

o)

‘TAVTAID/SOT VIAID

- oddoecdd

‘onue[d op Boodd epeo op onusp sopLqIy so weredwod
se[nosnuIw sexd[ ‘opLiqiy eped eied seoody se weredwoo senosnrew send| sagdenuiis ((°(| wod oonwered ogu densiooq 10d sopeidg eSUBRUOD 3P SO[RAINUL S BIPIIN («)

& P ghmw Mmé a o Gwm_w wm,e v p O w mwm D" & = Awonm m wte 5 o (@ Wo woé - 5 @wwm%mé v = 5,@_%_% 1 TORAS T
5 p (L9 A_Vm.nmm 0|, p 8 Wm.,ww D I w m,_mm [ (1L wo.,wm 0) a 5 (1 w%wo 0) a oq (L6 mm.% 0| v e (8 owmw@ 4] P
-0 ASA_V m.mone = = - = = = = = - = = = - - = = = nMdz19zd
a  po (v0 ﬁmw.nwo 0 5 , (@ mm.,wm 0|y p (s MHN Dl g »p (ce wm,_% 0) a 5 (cr mm,wo 0) a q _&,Nw 0 | g 5 amo_w.w_ﬁ D MALEVOS
3 P (09 Wman 0 | 5 g S wm,wm 0 |y p & W mmm w5 = (L9 Wm.,wv 0) G 5 (st m_.ﬁwﬂ 0) - q o w %w 0 | 4 5 (zT N__.,m_o D TR
m 5 (€1 m%wo D 9z m_.,% 0|y o T mﬁ.ﬂwﬁ 0| g (o1 wmﬂwo 0) g P (so mﬁwmo 0) av p m_.ﬂmﬁ 0 | . 3 3 HAACEA0E
- 5 (2o w%%o i P (4 m_.hwo 0 |y o, mm% 0| g (I m%wo 0) a p (s0 Wmﬁmo 0) - p (02 mﬁ.awa 0 | 3 3 VAGSIE
a oq (8 W.,WN Dl g I (4 wm,w_ Dy o UG£ wﬁ.“wm D1y q 9 qum 0 5 q (s¥ mm.th 0) v e (o€ Mﬁwo (2 PR @vm,o% 0 HAESH0S
a o (3 M.mnwh D5 g @ w nwm D|g o Ot MNW 9| v q (@6 whwm () a @ (69 mm.hwm 0) - I 1 wm.,wo 9 | 3 3 oehoe
5 o (69 TM: D 5 o G me_ Dy = G M.n..nwv Dl g » e Mm,wo D a q (34 MMNN 0) a I 1> mm.nwo (A2 3 3 AEC0E
a@ 9 (ic anm 0 | q o © ._m_m,_mm Dy o ®0 mm.hwh DEIEGT g (88 Mo.d; 0 | q (0s wmww 0) - e (g€ Mm.hmo Dl gy e mm,mﬁ 0 Heedos
m e (99 Mm.nmo (22 I ﬂ_xwww Dy U8 anv D1 v q (s8 Mo.,wv 0 a R (sT wﬁ.nmo 0) a M (4 meo D q 4 G0 Mwm» 1 —
3 q (50 wh..wv D | g o Wm.ﬁwm D|lg » O mem 0|y M (L1 Mo..wn () 5 q (€9 wm.ﬁwm 0) 3 A wwmw D g e (ss NwmwN () I~
a 5 (Ly Wm.nmo D5 5 G0 Ma.,ww Dlg @ W MMN Dy e (9 mmm_ o a e (v6 mw.,% 0 5 . (61 _mmvmw D g e & wmwm (4 cedos

8107 | eayus epun3ag 8I/LT0T | e1yes vapwLg L10T | eayes epun3ag LI/9T0T | eayes eapwiLig 9107 | eayes epun3ag 91/STOT | eajes eapWIL SI0T | vayes epundag 0JUIAT

"SIAB(] B[BISA B WOD OPIOJ P “YJ-OPS[0 L, W OY[It 9p SOPLIQIY W vp.adidn.if viajdopods 10d sepesned semluf - ¢ ejoqe],

[43



31

Analisando o dendrograma (Figura 3), percebe-se que houve uma clara separagao de 2
grandes grupos, quando se efetuou um corte na altura proximo 1,5 do dendrograma, no
primeiro grande grupo (esquerda), houve a formagdo de dois subgrupos, sendo que dentro do
primeiro subgrupo, ocorre uma alta similaridade entre os hibridos 30F53Y (CrylAb), 30F35H
(CrylF) e 30F53YH (CrylF x CrylAb). Dentro ainda deste primeiro grande grupo, ainda se
tem a formagdo do segundo subgrupo constituido pelos hibridos 30F53 (Nao-Bt), 30F53H
(CrylF), 30F35 (Nao-Bf) e 30F35Y (CrylAb). No segundo grande grupo, observa-se que os
eventos DKB290PRO (Cryl1A.105/Cry2Ab2), 30A37PW, 2B810PW (Cryl1A.105/Cry2Ab2 x
CrylF) e DKB290PRO3 (CrylA.105/Cry2Ab2 x Cry3Bbl) possuem uma alta similaridade,
formando um subgrupo. Por outro lado, este apresenta uma certa dissimilaridade em relagao
aos demais, incluindo o segundo subgrupo formado por: 30F53VYH (VIP3Aa20 x CrylAb x
CrylF) e 30F35VYH (VIP3Aa20 x CrylAb x Cry1F).

Ao ser feita a andlise das proteinas que estes eventos expressam € na sua
suscetibilidade ao ataque da praga, na esquerda ficaram os hibridos mais susceptiveis ao
ataque de S. frugiperda, neste lado podemos encontrar dois subgrupos, formados por hibridos
que nao expressavam proteina Bt (30F53 e 30F35) ou expressavam as proteinas CrylF
(30F53H e 30F35H) ou CrylAb (30F53Y e 30F35Y) ou sua combinagdo (30F53YH). No
grupo da direita, ficaram os hibridos que apresentaram maior tolerancia aos ataques da S.
frugiperda, neste lado podemos encontrar dois subgrupos novamente, sendo o mais a direita
composto por hibridos que expressavam as proteinas CrylA.105/Cry2Ab2 (2B810PW,
30A37PW, DKB290PRO), Cry3Bbl (DKB290PRO3), CrylF (2B810PW, 30A37PW), ¢ o
outro composto por dois hibridos que apresentaram o melhor desempenho frente ao ataque da
praga, estes hibridos expressavam a proteina VIP3Aa (30F53VYH e 30F35VYH). Isso ¢
confirmado pela Figura 4, onde podemos ver que o dano médio de todas as safras, causado

pela S. frugiperda, mensurado pela escala Davis, repete o padrao encontrado no dendrograma.
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Proteinas expressas f" IGHT
CrylAb 30F53Y
Cry1F 30FISH
Cry1Ab x Cry1F IOFSIYH
No-Bt 30F53
CrytE IOF5IH
No-Bt 30F35
CrylAb mf;:w
VIP3Aa20 x CryiAb x Cry1F I0ESIVYH
VIP3Aa20 x Cry1Ab x Cry1F I0EIS\YH
Cry1A.105/Cry2Ah2 DKBZIOPRO
Cry1A.105/Cry2Ab2 x CryiF DAY
Cry1A.105/Cry2Ab2 * CrylF 2B810PW
CrylA.105/Cry2Ab2 x Cry3Bbl DKD290PRO2

Figura 3 - Dendrograma da susceptibilidade dos hibridos de milho ao ataque de S. frugiperda em Toledo-PR

Toledo-PR
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Figura 4 - Injtrias causadas por Spodoptera frugiperda em hibridos de milho em Toledo-

PR, de acordo com a escala Davis, considerando a média de todas as safras.
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4.2 Planaltina-DF

Quando comparado os eventos nas safras, na segunda safra 2015, os hibridos 30F35 e
30F35H apresentaram os maiores valores na escala de Davis, seguidos por 30F53, 30F53H e
30F53YH (Tabela 6). Em seguida vieram os hibridos 2B810PW e 30A37PW, e os menores
valores foram observados para DKB290PRO e DKB290PRO3.

Na primeira safra 2015/16, os hibridos 30F53, 30F35, 30F53H e 30F35Y foram os
mais susceptiveis a S. frugiperda, seguidos por 30F53H, 30F53YH, 30F35H e 30F35Y (sendo
estes dois ultimos similares aos previamente mencionados). Adiante, o tratamento 30F53Y,
seguido de 2B810PW, 30A37PW, DKB290PRO e DKB290PRO3. Os tratamentos
30F53VYH e 30F35VYH apresentaram os menores valores, portanto maior resisténcia para a
praga. Na segunda safra 2016, os hibridos 30F35, 30F53, 30F35H e 30F35Y apresentaram os
maiores valores, seguidos por 30F53H, 30F35Y e 30F53YH, e posteriormente por 2B810PW,
30A37PW, DKB290PRO e DKB290PRO3 (Tabela 6). Os tratamentos 30F53VYH e
30F35VYH mais uma vez apresentaram os menores valores na escala Davis.

Na primeira safra de 2016/17, 30F53, 30F35, 30F35H e 30F53H apresentaram maiores
danos, seguidos por 30F53Y e 30F53YH. Seguindo, tem-se o hibrido 30F35Y, seguido por
2B810PW, 30A37PW, DKB290PRO, DKB290PRO3 e 30F35VYH. O hibrido 30F53VYH
apresentou os menores valores. Na segunda safra de 2017, os maiores valores de injaria pela
escala de Davis foram observados para 30F53, 30F35, 30F35H, 30F53H e 30F35Y, seguidos
por 30F53Y e 30F53YH, sendo que este ultimo foi similar a 30F35H (Tabela 6). Em seguida,
2B810PW, DKB290PRO ¢ DKB290PRO3, ¢ adiante 30A37PW (os trés ultimos tratamentos
mencionados nao diferiram estatisticamente). Novamente, 30F53VYH e 30F35VYH
apresentaram os menores valores, sendo que ambos os tratamentos foram similares a
30A37PW.

Na primeira safra de 2017/18, os hibridos 30F53, 30F35, 30F35H, 30F53H, 30F35Y,
30F53Y e 30F53YH apresentaram os maiores valores. Em seguida, 30A37PW, DKB290PRO
¢ DKB290PRO3, ¢ adiante 2B810PW (que ndo diferiu estatisticamente de 30A37PW e
DKB290PRO3). Em seguida o hibrido 30F35VYH, e 30F53VYH foi o hibrido que
apresentou os menores valores na escala Davis. Na segunda safra de 2018, os maiores valores
da escala Davis foram observados para 30F53Y e 30F35, seguidos de 30F53, 30F35H e
30F35Y (Tabela 6). Adiante, os hibridos 30F53H, 30F53YH, 2B810PW, 30A37PW,
DKB290PRO ¢ DKB290PRO3 (sendo que 30F53 e 30F35H nao diferiram destes hibridos).
Em seguida, os hibridos 30F35VYH e B2612PWU (sendo que 30F53YH, 30A37PW,
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DKB290PRO e DKB290PRO3nao diferiram destes hibridos), € os menores valores foram
observados para 30F53VYH.

Quando comparamos os eventos entre as safras (safra e segunda safra), nos diferentes
anos, temos:

30F53 (Nao-Bf): O maior valor de Davis foi observado na primeira safra de 2015,
seguido da segunda safra e primeira safra de 2016, e adiante pelas segunda safras de 2015 e
2017. Os menores valores foram observados na primeira safra de 2017 e na segunda safra de
2018.

30F35 (Nao-Bf): O maior valor de Davis foi observado na primeira safra de 2015,
seguido da segunda safra e primeira safra de 2016. Adiante, as segundas safras de 2015 e
2017, e o primeira safra de 2017 (que foi similar a segunda safra de 2017). Por fim, menores
danos foram observados na segunda safra de 2018.

30F53H (CrylF): Os maiores danos foram observados na primeira safra de 2015,
seguido da primeira safra de 2016 e adiantes pela segunda safra de 2016. Em seguida, as
segundas safras de 2015 e 2017 e a primeira safra de 2017, e os menores valores foram
observados na segunda safra de 2018.

30F35H (CrylF): os maiores valores foram observados na primeira safra de 2015,
seguido pela segunda safra e primeira safra de 2016. Em seguida, as segundas safras de 2015
¢ 2017, a primeira safra de 2017, ¢ os menores valores foram observados para a segunda safra
de 2018.

30F53Y (CrylAb): os maiores danos foram observados na primeira safra de 2015,
seguido pela segunda safra e primeira safra de 2016, segunda safra e primeira safra de 2017, e
os melhores resultados foram observados na segunda safra de 2018.

30F35Y (CrylAb): os maiores danos foram observados na primeira safra de 2015,
seguido pela segunda safra de 2016, primeira safra de 2016, segunda safra e primeira safra de
2017, e os melhores resultados foram observados na segunda safra de 2018.

30F53YH (CrylF x CrylAb): maiores valores foram observados na primeira safra de
2015, seguido da segunda safra e primeira safra de 2016, e adiante pela segunda safra de
2015. Em seguida, a segunda safra e primeira safra de 2017, e os melhores resultados foram
observados na segunda safra de 2018.

30F53VYH (VIP3Aa20 x CrylAb x CrylF): os maiores valores foram observados na
segunda safra de 2016 e nas primeiras safras de 2015 e 2017, e os menores foram observados

nas primeiras safras de 2016 e 2017 e segunda safra de 2018.
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30F35VYH (VIP3Aa20 x CrylAb % Cry1F): os maiores valores foram observados nas
primeiras safras de 2015 e 2017 e segundas safras de 2016 e 2017. Os menores valores foram
observados na primeira safra de 2016 e segunda safra de 2018.

2B810PW (CrylA.105/Cry2Ab2 x CrylF): o maior valor foi observado na primeira
safra de 2015, seguido da segunda safra e da primeira safra de 2016, e em seguida a segunda
safra de 2015. Adiante, por ordem de maior para menor dano, a segunda safra de 2017,
primeira safra de 2017 e segunda safra de 2018.

30A37PW (CrylA.105/Cry2Ab2 x CrylF): o maior valor foi observado na primeira
safra de 2015, seguido da primeira safra de 2016, segunda safra de 2016 e segunda safra de
2015. Em seguida, segunda safra e primeira safra de 2017 e os menores valores foram
observados na segunda safra de 2018.

B2612PWU (VIP3Aa20 x CrylA.105/Cry2Ab2 x CrylF): No caso deste hibrido,
como o mesmo foi plantado apenas em 2018, ndo a comparacdo com as outras safras. Porém
ele apresentou eficacia semelhante ao 30F53VYH e 30F35VYH.

DKB290PRO (Cryl1A.105/Cry2Ab2): o maior valor foi observado na primeira safra de
2015, seguido da primeira safra de 2016, segunda safra de 2016 e segunda safra de 2015. Em
seguida, segunda safra e primeira safra de 2017 e os menores valores foram observados na
segunda safra de 2018.

DKB290PRO3(Cry1A.105/Cry2Ab2 x Cry3Bbl): o maior valor foi observado na
primeira safra de 2015, seguido da primeira safra de 2016, segunda safra de 2016 e segunda
safra de 2015. Em seguida, segunda safra e primeira safra de 2017 e os menores valores foram

observados na segunda safra de 2018.
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De acordo com o dendrograma (Figura 5), houve novamente uma clara separagdo de 2
grandes grupos, quando se efetuou um corte na altura préximo 1,5 do dendrograma, neste
caso, o primeiro grande grupo (esquerda) apresenta dois subgrupos, um formado por 30F35,
30F53H, 30F53 e 30F35H, e outro formado por 30F35Y, 30F53Y e 30F53YH. No segundo
grande grupo (direita) também ha formacdo de dois subgrupos com similaridade entre os
componentes: o primeiro ¢ composto por 2B810PW, 30A37PW, DKB290PRO e
DKB290PRO3, enquanto o outro ¢ composto por 30F35VYH e 30F53VYH.

Proteinas expressas ] HEIGHT
MNo-Bt I0F3S
CrylF I0FS3H
No-Bt 30F53
CrylF 30F3SH
CrylAb a-chzs'r
CrylAb 30FS3Y
Cry1Ab x Cry1F I0FSIVH
VIP3Aa20 = Cry1Ab = Cry1F WESIVYH
VIP3Aa20 x CrylAb x CrylF 30F3SVYH
CrylA.105/Cry2Ab2 = CrylF 288 10PW
Cry1A.105/Cry2Ab2 = Cry1F IOAITPW
CrylA.105/Cry2Ab2 DEXBIS0PRO
Cry1A.105/Cry2Ab2 x Cry3Bb1  pyeoanpeo

Figura 5 - Dendrograma da susceptibilidade dos hibridos de milho ao ataque de S. frugiperda em Planaltina-DF.

Ao ser feita a andlise das proteinas que estes eventos expressam € na sua
suscetibilidade ao ataque da praga, assim como em Toledo-PR, na esquerda ficaram os
hibridos mais susceptiveis ao ataque de S. frugiperda, neste lado podemos encontrar dois
subgrupos, formados por hibridos que nido expressavam proteina Bt (30F53 e 30F35) ou
expressavam as proteinas CrylF (30F53H e 30F35H) ou CrylAb (30F53Y e 30F35Y) ou sua

combinagdo (30F53YH). No grupo da direita, ficaram os hibridos que apresentaram maior
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tolerancia aos ataques da S. frugiperda, neste lado, podemos encontrar dois subgrupos
novamente, sendo o mais a direita composto por hibridos que expressavam as proteinas
CrylA.105/Cry2Ab2 (2B810PW, 30A37PW, DKB290PRO), Cry3Bbl (DKB290PRO3),
CrylF (2B810PW, 30A37PW), e o outro composto por dois hibridos que apresentaram o
melhor desempenho frente ao ataque da praga, estes hibridos expressavam a proteina VIP3Aa
(30F53VYH e 30F35VYH). ). O padrao ¢ confirmado pela da Figura 6, onde podemos ver
que o dano médio de todas as safras, causado pela S. frugiperda, mensurado pela escala

Davis, repete o padrdo encontrado no dendrograma.

Planaltina-DF
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2,50
2,00
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» ) Vv k) Q;L Q@ @'1'

Figura 6 - Injurias causadas por Spodoptera frugiperda em hibridos de milho em
Planaltina-DF, de acordo com a escala Davis, considerando a média de todas as

safras

4.3 Comparacao entre hibridos nas diferentes localidades

No estagio V6, o desempenho do hibrido 30F53 foi similar nas duas localidades nas
segundas safras de 2015 ¢ 2017 ¢ primeira safra de 2017. Na segunda safra de 2016 ¢
primeiras safras de 2015 e 2016, os maiores danos foram observados em Planaltina-DF, e na
segunda safra de 2018 maiores danos foram observados em Toledo-PR (Figura 7). Para os
hibridos 30F53H e 30F53YH houve similaridade entre as localidades apenas na segunda safra
de 2017. Em todas as outras ¢pocas de cultivo, maiores notas de dano foram observadas em
Planaltina-DF, exceto na segunda safra de 2018, quando maiores danos foram observados em
Toledo-PR (Figuras 8 e 9). O hibrido 30F53VYH apresentou baixas notas de dano em ambas

as localidades em todas as safras avaliadas, sendo que houve diferenga apenas na segunda
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safra de 2016 e primeira safra de 2015, com valores levemente maiores para Planaltina-DF
(Figura 10). Observando os danos médios de todas as safras em V6, podemos notar que os
ataques da praga foram mais severos em Planaltina-DF, principalmente quando notamos os

dois hibridos ndo-Bt, onde se esperava danos maiores (Figura 11).
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Figura 7 - Comparag@o do desempenho do hibrido 30F53 (Nao-Bt) no estagio V6 entre diferentes localidades
nos periodos de plantio avaliados, sendo o nimero um apo6s o ano representando a primeira safra

e o dois segunda safra.
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- Comparagao do desempenho do hibrido 30F53H (CrylF) no estagio V6 entre diferentes

localidades nos periodos de plantio avaliados, sendo o nimero um ap6s o ano representando a

primeira safra e o dois segunda safra.
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Figura 9 - Comparagdo do desempenho do hibrido 30F53YH (CrylF x CrylAb) no estagio V6 entre

diferentes localidades nos periodos de plantio avaliados, sendo o niimero um apds o ano

representando a primeira safra e o dois segunda safra.
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Figura 10 - Comparagéo do desempenho do hibrido 30F53VYH (VIP3Aa20 x CrylAb x CrylF) no
estdgio V6 entre diferentes localidades nos periodos de plantio avaliados, sendo o namero um

apos o ano representando a primeira safra e o dois segunda safra.
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Figura 11 - Injurias causadas por Spodoptera frugiperda em hibridos de milho em Toledo-PR e Planaltina-DF,

de acordo com a escala Davis, considerando a média de todas as safras.

Para os hibridos no estagio V8, os resultados foram similares aos observados em V6,

apesar de notas de dano mais altas em algumas situagdes, o que era esperado em fungdo de
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um maior tempo que as plantas permaneceram em campo expostas ao ataque de S. frugiperda.

O desempenho do hibrido 30F53 foi similar nas duas localidades apenas na segunda safra de

2017. Em todas as outras épocas de cultivo o desempenho do hibrido foi melhor em

Planaltina-DF, com exce¢do da segunda safra de 2018 quando maiores notas de dano foram

observadas em Toledo-PR (Figura 12). A mesma situa¢do foi observada para os hibridos

30F53H (Figura 13) e 30F53YH (Figura 14). Para o hibrido 30F53VYH os valores

observados da escala Davis se mantiveram baixos no estagio V8, sem diferenca estatistica

entre as localidades nas diferentes épocas de cultivo (Figura 15).
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Figura 12 - Comparacdo do desempenho do hibrido 30F53 (Nao-Bf) no estagio V8 entre diferentes localidades

nos periodos de plantio avaliados, sendo o nimero um apoés o ano representando a primeira safra e o

dois segunda safra.
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Figura 13 - Comparacdo do desempenho do hibrido 30F53H (CrylF) no estigio V8 entre diferentes

localidades nos periodos de plantio avaliados, sendo o nimero um apds o ano representando a

primeira safra e o dois segunda safra.
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Figura 14 - Comparagdo do desempenho do hibrido 30F53YH (CrylF xCrylAb) no estagio V8 entre diferentes

localidades nos periodos de plantio avaliados, sendo o nimero um apo6s o ano representando a

primeira safra e o dois segunda safra.
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Figura 15 - Comparagao do desempenho do hibrido 30F53VYH (VIP3Aa20 x CrylAb x CrylF) no estagio V8

entre diferentes localidades nos periodos de plantio avaliados, sendo o numero um apds o ano

representando a primeira safra e o dois segunda safra.
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5 DISCUSSAO

A manutencdo da populacdo de S. frugiperda abaixo dos niveis que causam danos
econdmicos tem se mostrado um grande desafio no Brasil e outros paises que possuem
condi¢des similares de clima, praticas agricolas e composicao de paisagem (MOSCARDINI
et al., 2020). No Brasil, a espécie S. frugiperda ¢ um dos principais alvos de controle de
plantas que expressam as proteinas Bt, entre elas, os hibridos de milho transgénico resistentes
a insetos. Estes hibridos de milho Bf vém sendo adotados em todo o territorio nacional e tem
apresentado relativo sucesso no controle desta praga desde que foram regulamentados
(OKUMURA et al., 2013), entretanto, diversos casos de populacdes resistentes as proteinas Bt
foram relatados (FARIAS et al., 2014; OMOTO et al., 2016; AMARAL et al., 2020). Desta
forma, a constante avaliagdo do desempenho de hibridos no controle de S. frugiperda em
diferentes regides do Brasil se torna necessaria.

De acordo com os dados obtidos, a época de plantio (primeira safra ou segunda safra)
aparentemente ndo foi determinante para a performance dos hibridos, visto que ndo foi
possivel observar padroes em relagdo a época de plantio. No campo experimental em Toledo-
PR, de maneira geral, menores valores de injlria, obtidos pela escala Davis, foram observados
na segunda safra de 2016 para todos os hibridos, maiores na primeira safra de 2016 e segunda
safra de 2017, e valores intermedidrios nas primeiras safras de 2017 e 2018 e segunda safra de
2018. Em Planaltina-DF, por sua vez, de maneira geral, menores valores foram observados na
segunda safra de 2018 e primeira safra de 2017, maiores na primeira safra de 2015 ¢ 2016 ¢
segunda safra de 2016, e valores intermedidrios nas segundas safras de 2015 e 2017. Desta
forma, ndo se pode afirmar que determinada época de plantio (primeira safra ou segunda
safra) seja mais vantajosa que outra em relagdo ao controle de S. frugiperda.

A variagdo nos danos causados pela praga, no decorrer dos anos, pode estar
relacionada com variac¢des climaticas, em cada uma das épocas de plantio, e incidéncia natural
da praga, visto que nao foram feitas infestagdes artificias de S. frugiperda nos cultivos, nota-
se que os danos em Planaltina-DF foram mais severos que Toledo-PR, isso pode estar
relacionado as maiores temperaturas médias presentes nesta localidade, essa maior média de
temperatura faz com que tenhamos mais ciclos do inseto e um maior consumo foliar pela
aceleragdo de seu metabolismo ( PANIZZI; PARRA, 1991; PARRA et al., 2021).

Quando pensamos nas condigdes climaticas, temperatura média ¢ acumulado de
chuvas mensal, ndo houve variagdes bruscas de temperatura nos meses de conducdo do

experimento, que justificassem tais variagdes de danos nos anos estudados. O acumulado de
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chuva mensal, porém, aumentou de 2015 até¢ 2018 nas duas regides (Anexo A e B) podendo
ser um fator de diminui¢do da populagdo de S. frugiperda, por conta da agua que se acumula
no cartucho do milho (MILANO et al., 2008; BIALOZOR et al., 2020).

Outros dois fatores a serem levados em consideragdo e que podem influenciar nesta
variacdo de danos, seriam que nao houve adogao de inseticidas na conducao do experimento,
0 que faz com que o nimero de inimigos naturais se torne elevado, promovendo o controle
das pragas de forma natural ou o aumento da 4rea com adog¢do de plantas Bf pelos produtores,
que acaba afetando as populacdes de S. frugiperda, de tal forma que um nimero de menor de
mariposas e lagartas cheguem até o experimento, isso se nota principalmente a partir do ano
de 2016 onde ha um decréscimo nos danos (FIGUEIREDO; MARTINS-DIAS; CRUZ 2006;
CIB, 2019).

Entretanto, foram observadas significativas diferengas entre os hibridos dentro de cada
época de cultivo. Os hibridos 30F35 e 30F53 (ndo-B¢), apresentaram os maiores valores de
danos pela escala de Davis em praticamente todos os periodos avaliados. Como ndo havia
nenhum evento Bt inserido nestes hibridos e nao foi feito nenhum tipo de controle adicional,
era de se esperar que maiores danos fossem observados nestes tratamentos. Entretanto, os
demais hibridos que apresentam apenas a proteina CrylF (30F35H e 30F53H) ou apenas
CrylAb (30F35Y e 30F53Y) ou o hibrido que apresentavam essas duas proteinas (30F53YH)
foram estaticamente similares aos hibridos nao-Bf, apresentando sempre desempenhos
inferiores aos demais hibridos, que ndo possuiam outras proteinas associadas que ndo fossem
CrylF ou Cryl Ab. Este fato pode ser explicado pela presenca de populacoes resistentes de S.
frugiperda as proteinas CrylF e/ou CrylAb, uma vez que ha relatos de casos resisténcia
cruzada entre essas proteinas, no Brasil (FARIAS et al., 2014; OMOTO et al., 2016; Machado
et al., 2020), além de, também, terem sido reportadas populacdes resistentes a CrylF nos
Estados Unidos (HUANG et al., 2014) e Porto Rico (STORER et al., 2010). Devido a ampla
adocdo de milho Bt no Brasil expressando as mesmas proteinas nas primeiras safras e
segundas safras, ocorre sobreposi¢do espacial e temporal de cultivos transgénicos, o que,
associado a baixa adesdo de areas de refiigio, aumenta a pressdo de sele¢do de populagdes
resistentes (FARIAS et al., 2014; LEITE et al., 2016).

A resisténcia a plantas Bt estd associada a modificagcdo dos sitios de acdo especificos
das proteinas (BERNARDI et al., 2017), e S. frugiperda foi a primeira praga a apresentar
resisténcia a plantas transgénicas (TABASHNIK; VAN RENSBURG; CARRIERE, 2009).
Populacdes resistentes de S. frugiperda podem se desenvolver bem em milho Bt e gerar

descendentes férteis, e a resisténcia ¢ essencialmente recessiva (BERNARDI et al., 2017).
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Hibridos Bt expressando apenas uma proteina muitas vezes requerem suplementacdo de
medidas de controle, que podem ser até 4 aplicacdes de inseticidas, de forma que para o
controle de S. frugiperda no Brasil e paises latino-americanos ¢ recomendado que se dé
preferéncias a hibridos que expressem duas ou mais proteinas (BLANCO et al., 2016).

Desta forma, tecnologias de milho com eventos piramidados, ou seja, hibridos com
eventos que expressam mais de um tipo de proteina Bz, tém sido amplamente incorporadas no
Brasil para o controle de S. frugiperda e outros lepidopteros (BERNARDI, 2015). Estes
hibridos sdo empregados visando evitar a selecdo de populacdes resistentes de S. frugiperda a
uma proteina especifica, visto que a expressao de mais de uma proteina apresenta beneficios
como alta mortalidade de insetos susceptiveis a cada proteina expressa (BERNARDI et al.,
2017). Além disso, ha menor probabilidade de resisténcia cruzada entre proteinas piramidadas
visto que diferentes proteinas atuam em diferentes sitios de agdo, sendo esta considerada uma
estratégia no manejo de resisténcia de S. frugiperda (ZHU et al., 2019).

Eventos piramidados podem ser favoraveis a prevencdo da resisténcia, entretanto,
proteinas similares (como as do grupo Cryl) podem induzir resisténcia cruzada em
populagdes de S. frugiperda e consequentemente resultar em perda de durabilidade desta
tecnologia (BERNARDI et al., 2015). Quando se observa lagartas resistentes a hibridos que
expressam mais de uma proteina, ha a probabilidade de que tenha ocorrido a modificagdo de
multiplos sitios de ac¢do, ou ainda outro mecanismo de resisténcia ndo envolvido com
alteracOes de sitios receptores (BERNARDI et al., 2017). Sabe-se que as proteinas CrylF e
CrylA.105 compartilham o mesmo sitio de agio (HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2013),
e insetos resistentes a CrylF podem apresentar resisténcia cruzada a outras proteinas Cryl
(em especial CrylA.105, CrylAc e CrylAb) (HUANG et al., 2014, MACHADO et al., 2020).

Por sua vez, os hibridos DKB290PRO, DKB290PRO3, 2B810PW e 30A37PW
apresentaram resultados mais satisfatdrios que os hibridos de base 30F35 e 30F53 (exceto
30F53VYH e 30F35VYH). Estes hibridos piramidados expressam, dentre outras proteinas
Cry, a proteina Cry2Ab2. Insetos resistentes a CrylF ndo apresentam resisténcia cruzada a
Cry2Ab2 (HUANG et al., 2014), fortalecendo a tese de que ha resisténcia a CrylF nas
localidades avaliadas. O hibrido DKB290PRO3 também expressa a proteina Cry3BlI,
entretanto, este hibrido ndo apresentou desempenho superior a DKB290PRO, 2B810PW ¢
30A37PW na maioria das safras observadas.

Os melhores desempenhos em todas as safras avaliadas, em ambas as localidades,

foram dos hibridos B2612PWU, 30F53VYH e 30F35VYH, tnicos hibridos que, além de
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expressaram proteinas Cry, também expressam a proteina Vip3Aa20. Os hibridos 30F53VYH
e 30F35VYH contam com quatro eventos transgénicos em sua composi¢ao, que resultam na
expressdo de trés proteinas Bt (Vip3Aa20, CrylAb e CrylF). Uma maior variedade de
proteinas expressas na composi¢cdo da planta implica em uma maior eficiéncia para pragas,
uma vez que populagdes resistentes de S. frugiperda podem ser resistentes a determinada
proteina, mas ndo a outra. O mesmo foi observado para o hibrido B2612PWU (avaliado
apenas na segunda safra de 2018), que teve desempenho semelhante a 30F53VYH e
30F35VYH, e que conta com uma semelhante composi¢do de proteinas (a diferenca estd na
adi¢do de CrylAc presente no complexo CrylA.105, juntamente com CrylAb e CrylF). A
proteina Vip3Aa20 atua em um sitio de acdo diferente das proteinas Cry, indicando que o
emprego de hibridos que expressem os dois grupos de proteinas ¢ altamente vantajoso no
manejo de resisténcia pois estes ndao apresentam de resisténcia cruzada (SENA;
HERNANDEZ-RODRIGUEZ; FERRE, 2009; GOUFFON et al., 2011; HUANG et al., 2014).

Ademais, outros autores também observaram alta eficiéncia de hibridos que expressam
Vip3Aa20. Scoton et al. (2020) observaram menos lesdes foliares de S. frugiperda em plantas
que expressam a proteina Vip3Aa20 em comparagdo com hibridos que apresentavam somente
proteinas Cry, piramidadas ou ndo. Michelotto et al. (2017) também observaram alta
eficiéncia de hibridos de milho expressando Vip3a20 sobre S. frugiperda. Marques et al.
(2019) observaram alta eficiéncia do hibrido expressando CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2 +
Vip3Aa20 sobre diversas pragas da cultura do milho, como Helicoverpa zea Boddie
(Lepidoptera: Noctuidae), Elasmopalpus lignosellus Zeller (Lepidoptera: Pyralidae), Agrotis
ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae) e Diatraea saccharalis F. (Lepidoptera:
Crambidae).

Em um trabalho realizado por Moscardini et al. (2020) foi observado que o hibrido
expressando CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa20 promoveu significante prote¢cdo em
relagdo a diferentes tipos de injuria (destruicdo de plantulas, consumo foliar e danos em
espigas) causado por duas populacdes de S. frugiperda (uma coletada em campo e outra
resistente a CrylF), em diferentes regides e condigdes climaticas do Brasil. O hibrido
expressando apenas a proteina Vip3Aa20 (ndo piramidado) foi igualmente eficiente em
relacdo ao dano foliar ¢ danos em espigas, mas apresentou baixa eficiéncia no controle de
destrui¢do de plantulas (para qual todos eventos piramidados apenas com proteinas Cry foram
eficientes). Os resultados indicam que este hibrido contribui para a protecdo do dossel,
crescimento da planta, qualidade da espiga e colheita total, e que a proteina Vip3Aa20 ¢ uma

boa op¢ao para contribuir no manejo de S. frugiperda (MOSCARDINI et al., 2020).
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Entretanto, mesmo com a eficiéncia observada em ambas as localidades, esta
tecnologia deve ser empregada com cautela. Apesar da baixa frequéncia em campo, o alelo de
resisténcia a Vip3aA20 estd amplamente distribuido em regides produtoras de milho no
Brasil, podendo gerar populacdes resistentes (AMARAL et al., 2020). Individuos resistentes a
esta proteina pode se desenvolver e formar adultos com progénies vidveis, mas foi observada
reducdo na taxa reprodutiva em comparacdo com uma populagdo suscetivel, indicando um
custo adaptativo para a resisténcia (BERNARDI et al., 2017). Custos adaptativos também
foram observados em populacdes resistentes as proteinas Cry, como menor performance
reprodutiva, aumento do tempo de desenvolvimento e maior mortalidade (DANGAL;
HUANG, 2015; BERNARDI et al., 2016b, BERNARDINI et al., 2017), embora nem sempre
custos relevantes tenham sido observados (VELEZ et al., 2014, HORIKOSHI et al., 2016).

Spodoptera frugiperda possui uma alta capacidade de dispersdo, alta fecundidade,
além da polifagia que faz com que sejam selecionadas populacdes resistentes, reduzindo a
eficiéncia de hibridos Btz, em um menor tempo. Estudos demonstram que populacdes
resistentes a proteina CrylF adquirem genes de resisténcia via heranga autossomica recessiva
(FARIAS et al., 2014; LEITE et al., 2016), e que proteinas Cry podem ser passadas para a
progénie uma vez ingerida pela geracdo paternal (ROMEIS; MEISSLE; BIGLER, 2006).
Segundo Souza et al. (2018), proteinas Cry1F ingeridas por lagartas de S. frugiperda podem
ser transmitidas para os ovos de descendentes, de forma que o embrido pode ter sido exposto
as proteinas antes mesmo da emergéncia das lagartas, o que pode aumentar as chances de
selecionar individuos resistentes. Foi observado também que a proteina estava presente na
progénie quando tanto um ou ambos os genitores se alimentaram de plantas Bt na fase de
lagarta, entretanto o efeito foi potencializado quando ambos sexos foram expostos,
ressaltando a necessidade de adog¢do de areas de refugio adequadas para que ocorra o
acasalamento de individuos resistentes e suscetiveis, diluindo a resisténcia. Além disso, no
experimento de Souza et al. (2018) as lagartas foram expostas a plantas Bt apenas durante 5
dias, sendo que a exposicao pode ocorrer durante todo o ciclo de vida do inseto em condigdes
de campo, o que pode resultar em ainda maiores proporgdes de proteinas transferidas para a
progénie, e assim maiores chances de selecdo de resisténcia.

Visando a manuten¢do da eficiéncia de hibridos Bt, ¢ necessario adotar medidas que
previnam ou retardem a selecdo de populacdes resistentes, dentre elas a adocao de areas de
refigio com plantas ndo-Bf como fonte de individuos suscetiveis para acasalar com

sobreviventes de areas Bt (BERNARDI et al., 2017). Leite et al. (2016) observaram que em
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apenas quatro geracdes em laboratorio € possivel selecionar lagartas resistentes a CrylF. Se
insetos suscetiveis forem mantidos na populacdo, a evolucdo de resisténcia pode ser reduzida,
o que salienta a importancia da ado¢ao de areas de refugio. Entretanto, estima-se que apenas
15% dos produtores brasileiros adotem areas de refugio, visto que a adogdo ndo € obrigatoria,
mas voluntaria. Com isso, a maior adogdo de areas de refugio ¢ de fundamental importincia
para o manejo de resisténcia de S. frugiperda as proteinas Bt, inclusive Vip3Aa20
(BERNARDI et al., 2016b; MOSCARDINI et al., 2020).

Além da adocao de areas de refligio, outras medidas que devem ser estimuladas para
impedir ou retardar a selecdo de populacdes resistentes de S. frugiperda, como monitoramento
populagdes da praga a fim de detectar alelos de resisténcia, alta dose (uso de cultivares com
elevada expressdo de proteinas), controle quimico conforme recomendado pelo IRAC-BR
(Milho nao Bt-Nivel de ag¢do recomendado pela Embrapa 20% plantas com nota Davis > 3;
Refligio estruturado-Nivel de a¢do recomendado pela IRAC 20% plantas com nota Davis > 3,
Bt com Vip3A- 4% de plantas com nota Davis > 3, Bt sem Vip3A - 10% de plantas com nota
Davis > 3) e adocdo de eventos piramidados, cuja combinagdo de genes proporciona controle
independente das mesmas pragas (por exemplo, a proteina Vip3Aa20 que controla insetos
resistentes a proteinas do grupo Cry) (ZHAO et al., 2005; HUANG; ANDOW; BUSCHMAN,
2011; TABASHNIK; VAN RENSBURG; CARRIERE, 2009; BERNARDI et al., 2016b;
MENDES; MARUCCI; WAQUIL, 2018; BARCELOS; ANELINI, 2018; MOSCARDINI et
al., 2020). Desta forma, ¢ possivel manter a eficiéncia de cultivares transgénicos por mais
tempo em campo, o que implica em maiores produtividades de milho e um produto de maior

qualidade.
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6 CONCLUSAO

Os hibridos de milho com eventos que expressavam CrylF e Ab (30F53H, 30F35H,
30F53Y, 30F35Y, 30F53YH) obtiveram danos iguais aos eventos que nao expressavam
nenhuma proteina (30F53 e 30F35), hibridos que expressavam CrylA.105 e Cry2Ab2
(2B810PW, 30A37PW, DKB290PRO e DKB290PRO3) apresentaram danos intermedidrios e
aqueles que expressam a proteina Vip3Aa20 (30F53VYH, 30F35VYH e B2612PWU)
apresentaram melhor controle de S. frugiperda em condi¢des de campo, independentemente
do local de estudo (Toledo — PR ou Planaltina — DF) ou época de plantio (primeira safra ou
segunda safra). Estes hibridos que apresentam melhor controle devem ser adotados para um

manejo mais eficiente de S. frugiperda.
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ANEXOS

ANEXO A - Temperatura média e acumulado de chuvas mensal em Planaltina-DF

Acumulado de chuvas

Temperatura Média mensal

Mes Ano mensal (mm) (°O)
Janeiro 2015 81,2 23,0
Fevereiro 2015 115,4 21,8
Margo 2015 295,6 20,8
Abril 2015 192 21,5
Maio 2015 43,8 19,8
Junho 2015 0 19,2
Julho 2015 0,8 20,0
Agosto 2015 0 21,3
Setembro 2015 19 24,5
Outubro 2015 43 25,6
Novembro 2015 143,6 23,6
Dezembro 2015 153,2 23,2
Janeiro 2016 345 21,3
Fevereiro 2016 75,2 23,1
Margo 2016 130,2 22,6
Abril 2016 9,8 229
Maio 2016 3,2 21,7
Junho 2016 0 20,1
Julho 2016 0 20,6
Agosto 2016 17,4 21,7
Setembro 2016 52,8 23,8
Outubro 2016 87,6 23,3
Novembro 2016 248.,4 21,5
Dezembro 2016 171,2 21,9
Janeiro 2017 143,8 22,3
Fevereiro 2017 242.6 21,3
Margo 2017 178 22,1
Abril 2017 254 22.4
Maio 2017 64,2 20,9
Junho 2017 0 19,7
Julho 2017 0 17,6
Agosto 2017 0 21,8
Setembro 2017 10 21,9
Outubro 2017 36 24.6
Novembro 2017 328,8 21,5
Dezembro 2017 263 21,4
Janeiro 2018 150 21,9
Fevereiro 2018 265 21,5
Margo 2018 226,6 22,0
Abril 2018 216,8 20,5
Maio 2018 9,6 19,7
Junho 2018 0 19,4
Julho 2018 0 19,3
Agosto 2018 23 21,6
Setembro 2018 39,6 23,3
Outubro 2018 263,6 23,1
Novembro 2018 308,6 20,9
Dezembro 2018 166,4 21,7
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ANEXO B - Temperatura média e acumulado de chuvas mensal em Toledo-PR

A Acumulado de chuvas Temperatura Média
Més Ano
mensal (mm) mensal (°C)

Janeiro 2015 40,2 25,7
Fevereiro 2015 58,2 23,6
Margo 2015 75,2 23,7
Abril 2015 157,4 22,0
Maio 2015 221 18,9
Junho 2015 57,8 18,7
Julho 2015 373 17,2
Agosto 2015 247 21,9
Setembro 2015 108 23,0
Outubro 2015 126,6 244
Novembro 2015 372 23,0
Dezembro 2015 416,8 23,8
Janeiro 2016 171,8 26,0
Fevereiro 2016 143 25,9
Marco 2016 61,2 23,1
Abril 2016 94.4 23,6
Maio 2016 2498 17,0
Junho 2016 78,6 15,0
Julho 2016 35,4 17,3
Agosto 2016 276 18,5
Setembro 2016 47,2 19,5
Outubro 2016 175 222
Novembro 2016 99,4 22,7
Dezembro 2016 110,4 23,6
Janeiro 2017 202,4 25,1
Fevereiro 2017 184,8 25.8
Margo 2017 83 24,1
Abril 2017 210 20,5
Maio 2017 168,4 20,0
Junho 2017 65 17,6
Julho 2017 1 17,9
Agosto 2017 104,6 20,2
Setembro 2017 78 25,2
Outubro 2017 113,8 23,7
Novembro 2017 217 22,7
Dezembro 2017 293 24,3
Janeiro 2018 347,2 239
Fevereiro 2018 304,2 24,5
Margo 2018 237.8 24,9
Abril 2018 42,2 23,2
Maio 2018 62,8 19,6
Junho 2018 85,8 16,4
Julho 2018 2,6 18,2
Agosto 2018 120,8 16,3
Setembro 2018 232 20,6
Outubro 2018 214,8 22,2
Novembro 2018 178,2 23,5
Dezembro 2018 47 25,0




