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Resumo — O milho € um dos mais importantes e tradicionais cereais do mun-
do. O Brasil ocupa a terceira posigdo na produgcao mundial, cultivando mais
de 15 milhdes de hectares e produzindo aproximadamente 80 milhdes de
toneladas por ano. No Estado do Rio Grande do Sul, apresenta importancia
socioecondémica, em termos de renda e emprego, e é responsavel por 6,6%
da producdo nacional. Nos ultimos anos, a produgdao de milho tem sofrido
grandes avangos, consequéncia das novas tecnologias disponiveis para os
agricultores, as quais propiciaram aumento de produtividade. No entanto,
os problemas fitossanitarios tém se agravado a cada safra. Nesse contex-
to, a lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) tornou-se a principal praga da cultura nas condigbes brasileiras,
podendo causar perdas de até 100% da produgdo. Nesse sentido, o objeti-
vo do estudo foi avaliar a tecnologia de refuigio no saco (Refuge in the Bag
— RIB) com diferentes propor¢des de misturas de sementes de milho Bt e
nao-Bt (BG7060: 100% transgénica, 100% convencional e 90% transgénica
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+ 10% convencional; AG9045: 100% transgénica, 100% convencional e 95%
transgénica + 5% convencional) em condi¢cdes de campo. Os resultados ob-
tidos evidenciaram que as proteinas influenciam na eficacia da tecnologia
RIB, permitindo concluir que ambas as misturas testadas, BG7060 H (90%) +
BG7060 (10%) e AG9045 PRO2 (95%) + AG9045 (5%), podem ser utilizadas
em substituicdo do reflugio estruturado; apesar de que o hibrido AG9045 sem-
pre apresentou o menor numero médio de lagartas e a menor porcentagem
de plantas atacadas, quando comparado ao hibrido BG7060. Sendo assim, a
intensidade de dano, de maneira geral, diminui com a redugéo na proporgao
de sementes nao transgénicas usadas na tecnologia RIB.

Termos para indexacéao: nivel de controle, lagarta-do-cartucho, Zea mays,
manejo da resisténcia.
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Resistance management strategy for fall armyworm in
corn in lowland of Rio Grande do Sul by refuge in the
bag

Abstract — Maize is one of the most important and traditional cereals in the
world. Brazil ranks the third position in world production, cultivating more than
15 million hectares and producing approximately 80 million tons a year. In
Rio Grande do Sul, maize has a considerable socio-economic importance,
in terms of income and employment, and this state is responsible for 6,6%
of national production. In the last few years, maize production has advanced
considerably, due to new technologies available for farmers, providing an in-
crease in productivity. However, sanitation problems have worsened in each
harvest. In this context, the armyworm Spodoptera frugiperda (Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) is considered the main pest in the Brazilian crop
conditions and it may cause losses of up to 100% of the production. In this
sense, this study aimed to evaluate refuge (Refuge in the Bag — RIB) tech-
nologies with different proportions of maize seed mixtures Bt and non-Bt
(BG7060: 100% genetically modified, 100% conventional and 90% genetically
modified + 10% conventional; AG9045: 100% genetically modified, 100% con-
ventional and 95% genetically modified + 5% conventional) in field conditions.
The results indicate that this protein influences the effectiveness of the RIB
technology, and allow to conclude that both tested mixtures, BG7060 H (90%)
+ BG7060 (10%) and AG9045 PRO2 (95%) + AG9045 (5%), can be used to
replace structured refuge. However, that the hybrid AG9045 always present-
ed lower average number of worms and the lowest percentage of attacked
plants, when compared to the hybrid BG7060. Thus, the intensity of damage
broadly decreases with the reduced proportion of non-genetically modified
seeds used in the RIB technology.

Index terms: control level, armyworm, Zea mays, resistance management.
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Introducao

Com o advento da biotecnologia, foi desenvolvida uma estratégia de con-
trole de pragas baseada em plantas geneticamente modificadas resistentes
a insetos. Assim, a safra de graos de 2008/2009 é considerada um marco na
producao de milho no Brasil, uma vez que foi autorizada, pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a comercializagao de semen-
tes de milho geneticamente modificado que expressam gene(s) que codifi-
cam proteinas de Bacillus thuringiensis (Bt) (Mendes et al., 2008).

Dessa maneira, pela primeira vez, os agricultores brasileiros puderam
usufruir dessa tecnologia, que visa auxiliar o Manejo Integrado de Pragas
(MIP) na cultura do milho, cuja principal espécie-praga é a lagarta-do-cartu-
cho Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), mostran-
do-se uma alternativa viavel para locais onde a pressado de lagartas ¢é alta
(Araujo et al., 2011).

A adogdo de plantas transgénicas tem sido crescente no Brasil. Dessa
forma, o milho transgénico no Brasil completou a safra 2016/2017 com 88,4%
de taxa de adogao. Desse total, 63,9% foram cultivados com eventos RI/TH
(resistente a insetos/tolerante a herbicida), 20,7% com milho resistente a in-
setos e 3,8% com a tecnologia tolerante a herbicida (Céleres, 2017).

Esse rapido crescimento na area semeada com milho transgénico resis-
tente a insetos faz com que pesquisas e trabalhos nessa area se tornem cada
vez mais importantes e essenciais para o continuo avango de produtividade
da cultura, visto que, com o aumento das areas cultivadas e o uso indiscri-
minado de inseticidas quimicos ao longo dos anos, a resisténcia de insetos
tem sido identificada como uma ameacga ao desenvolvimento e manutencao
da tecnologia e, consequentemente, a produgao e manutengao de praticas
preconizadas pelo MIP (Lemesle et al., 2010).

Nesse contexto, a melhor maneira de preservar os beneficios das plan-
tas transgénicas é a implementagéo de areas de refugio (Martinelli; Omoto,
2005). Essa tecnologia prevé, além da semeadura de area com hibrido Bt, a
semeadura de outra area com plantas da mesma espécie, porém nao trans-
génicas, de igual porte e ciclo. O principal objetivo do reflugio é sincronizar os
cruzamentos de possiveis adultos, sobreviventes a proteina inseticida, com
insetos ainda suscetiveis provenientes da area de refugio, num esfor¢o de
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preservar, na descendéncia dos cruzamentos, a suscetibilidade a proteina
transgénica, com consequente manutengédo dos beneficios da tecnologia Bt
(Waquil et al., 2008).

Cabe ressaltar que o percentual da lavoura que deve ser plantado como
area de refugio depende do evento transgénico utilizado, e que devem ser
obedecidas as regras da empresa registrante de cada evento (Tabela 1)
(Leite et al., 2011)

Tabela 1. Proteinas Bt disponiveis no mercado e area de refugio recomendada.

Proteina Area de refugio

Cry1Ab

Cry1F 10%
Vip3A

Cry1A.105 / Cry2Ab2

Cry1Ab / VIP3Aa20

Cry1.A.105 / Cry2Ab2 / Cry1F

Cry1Ab / Cry1F

5%

Mesmo com a continua conscientizagéo feita por empresas, universida-
des e instituicées de pesquisa, ha evidéncias de que vem diminuindo ao lon-
go dos anos a quantidade de agricultores que, de fato, cumprem as normas
de plantio de refugio. Uma das justificativas para isso seria a de que o plantio
dessas areas onera os custos de producédo, bem como o planejamento do
plantio como um todo, além da baixa disponibilidade de sementes no mer-
cado. Entretanto, a maioria estaria disposta a utilizar novas tecnologias de
refugio que facilitassem o planejamento € o plantio das areas (Weise, 2009).

Na tentativa de solucionar e facilitar o cumprimento das normas técnicas
de implantacéo de refugios, as principais empresas multinacionais produto-
ras de sementes de milho tém proposto uma nova tecnologia, denominada de
Refugio no Saco (Refuge In the Bag - RIB). Essa tecnologia consiste em mis-
turas de porcentagens de sementes nao transgénicas diretamente nos sacos
com as sementes transgénicas. Comparado ao uso do refugio estruturado, o
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RIB é uma alternativa interessante e deve ser considerada para substituir o
método tradicional (Silveira, 2010).

Entre as vantagens dessa nova tecnologia: manejo simplificado do refu-
gio; uso de apenas um saco de sementes; menos trabalho na organizagao
da semeadura; certeza do cumprimento das normas de refugio; redugéo na
pressao de selecéo de individuos resistentes a inseticida quimico, e melhor
distribuicao das plantas ndo Bt ao longo da area cultivada, o que aumenta a
probabilidade de os individuos suscetiveis cruzarem com os resistentes.

Diante do exposto, este trabalho objetivou avaliar a mistura de sementes
de milho convencional ao milho transgénico cultivadas em terras baixas para
controle de S. frugiperda.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido a campo, em sistema de preparo de solo con-
vencional, na Estacdo Experimental de Terras Baixas (ETB) da Embrapa Clima
Temperado (CPACT), no municipio de Capao do Ledo, RS (31°49,07°07.09”S
52°28°'02.98”0 e altitude de 15 m), no ano agricola de 2013/2014. O delinea-
mento experimental foi em blocos completos casualizados, em faixas, com
cinco repetigdes. Os tratamentos testados constaram de dois hibridos ex-
pressando as proteinas Cry1F e Cry1A.105/Cry2Ab2, seus respectivos iso-
génicos ndo-Bt e mistura dos mesmos hibridos em diferentes proporgoes,
sendo que a proporgédo de sementes € menor para o hibrido AG 9045 devido
a presenca de duas proteinas (Tabela 2).

Tabela 2. Tratamento e proporgéo de sementes em mistura (transgénicas e nao trans-

génicas) de duas cultivares de milho, usados para avaliagédo da tecnologia Refugio no
Saco (RIB). Capéo do Leédo, RS, 2013/2014.

Hibrido Proteina Bt Proporgao (%)
BG 7060H Cry1F 100
BG 7060H + BG7060 Cry1F + Convencional 90 + 100
BG 7060 Convencional 100
AG 9045 PRO2 Cry1A.105 / Cry2Ab2 100
Cry1A.105 / Cry2Ab2 + Conven-

AG 9045 PRO2 + AG 9045 950 + 5

cional
AG 9045 Convencional 100
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O solo da area é classificado como Planossolo Hidromorfico eutréfico so-
I6dico, pertencente a unidade de mapeamento Pelotas (Embrapa, 2006). A
adubacao foi realizada de acordo com a analise de solo, sendo utilizados 400
kg ha'' da formulagao 10-20-20 na semeadura e 180 kg ha™' de nitrogénio 30
dias apds o plantio. Os demais manejos e tratos culturais foram realizados
seguindo-se as recomendagdes técnicas da cultura (Reunido, 2013).

A semeadura foi realizada mecanicamente com espagamento entre linhas
de 50 cm com populagédo aproximada de 65 mil plantas por hectare. A uni-
dade experimental consistiu de faixas com 50 m de comprimento e 4 m de
largura, totalizando oito linhas de plantas. Ja a unidade de observagao con-
sistiu em cinco pontos com 4 m? dentro de cada faixa. Durante a condugao do
experimento, sempre que atingido o nivel de dano (10% de plantas atacadas
por S. frugiperda), foi realizado controle das lagartas com inseticidas registra-
dos para cultura do milho (Brasil, 2014).

Quando as plantas encontravam-se com oito folhas desenvolvidas, foi rea-
lizado nos tratamentos com mistura de sementes o Teste Tiras QuickStix®,
desenvolvido para detectar proteinas Bt, a fim de identificar a posicdo das
plantas Bt e convencionais dentro das areas demarcadas, e verificar o com-
portamento dos danos ocasionados pela lagarta.

O teste consistiu na preparagao das amostras, em que foram coletadas
duas segdes circulares de tecido foliar do tamanho da tampa do tubo (Figura
1A). Com auxilio de um pistilo, macerou-se o tecido durante 30 segundos
(Figura 1B). Adicionou-se 10 gotas do tampé&o de extragéo (Figura 1C), repe-
tindo-se o processo de maceracao para homogeneizar o tecido foliar com o
tampao de extracao (Figura 1D). Colocou-se a tira no tubo de coleta e, apos
5 minutos, iniciou-se a interpretagédo do resultado (Figura 1E). A tira consiste
em uma linha controle e uma linha teste; quando a segunda linha era detec-
tada, considerava-se uma planta Bt (Figura 1F).



Fotos: Leticia Hellwig
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Figura 1. Procedimentos para diagnosticar a presenga ou auséncia das proteinas Bt
Cry1F e Cry2A em folhas de milho. Capao do Ledo, RS, 2013/2014..

Semanalmente, foram realizadas avaliagbes, mediante a visualizagcao
dentro das areas demarcadas, do percentual de plantas atacadas e da popu-
lagao de lagartas de S. frugiperda.
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Aos 156 dias apds a semeadura, quando os graos atingiram a maturagao
fisioldgica, foram colhidas manualmente as espigas de cada ponto, sendo em
seguida acondicionadas em sacos devidamente identificados.

A produtividade foi avaliada colhendo-se manualmente em cinco pontos
de 7 m? de plantas dentro de cada faixa. Apos a colheita, foi realizada a trilha,
limpeza e secagem dos gréos para 13% de umidade.

Para a analise estatistica, os dados obtidos foram analisados quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro Wilk; quanto a homocedasticidade, pelo
teste de Hartley; quanto a independéncia dos residuos, por analise grafica.
Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia por meio
do teste F (p<0,05). Para a variavel produtividade, os niveis do fator de trata-
mento foram avaliados pelo teste de Duncan (p<0,05) (SAS Institute, 2002).

Resultados e Discussao

Em todos os tratamentos foi visualizada a presenca de lagartas de S. fru-
giperda, tanto nas plantas transgénicas como nas nao transgénicas. No en-
tanto, lagartas grandes (> 1,5 cm) nao foram observadas nas plantas transgé-
nicas, fator decorrente da mortalidade ou do atraso no desenvolvimento, em
razdo da ingestdo das toxinas Bt (Bokonon-Ganta et al., 2003). Resultados
semelhantes foram observados por Waquil et al. (2014), que também néo
encontraram lagartas grandes em plantas Bt. Outro aspecto importante a ser
considerado é que a avaliagao da intensidade de danos nos isogénicos Bt e
nao-Bt indicou danos mais severos no isogénico nao Bt, como esperado.

Na primeira avaliagéo foi observado, de um modo geral, que os dois trata-
mentos com hibridos convencionais, BG7060 e AG9045, foram os que apre-
sentaram o maior numero médio de lagartas presentes (21,5 e 17, respecti-
vamente) e, consequentemente a maior porcentagem de plantas atacadas,
90% e 87%, respectivamente (Figura 2A e B). A chance de sobrevivéncia e
multiplicagéo da lagarta-do-cartucho em milho convencional € muito alta, uma
vez que ela ndo ingere a toxina ao se alimentar das plantas; portanto, a praga
pode completar véarias geragdes durante o ciclo da cultura (Zancanaro, 2012).
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Plantas atacadas (%)
Numero médio de lagartas

094an 16/Jan 230an 30/Jan 05/Fev 18/Fev 09/Jan 16/Jan 234an 30/Jan 05/Fev 18/Fev

A A { A A

vi v Vi v
vs Vs - R vs Vs -
VeNT ~ VST ~
- Von1o - vanio
Datas de avaliacdes Datas de avaliacdes
= BG 7060H (100%) - = . BG 7060H (100%)

777777 o S BG 7060H (30%) + BG 7060 (10%) ——— - BG 7060H (30%) + BG 7060 (10%)
——— ke AG 9045 PRO2 (100%) ——— e ——— AG 9045 PRO2 (100%)
—_——— - —— AG 9045 PROZ2 (95%) + AG 9045 RR2 (5%) —_—— —a— ——— AG 9045 PRO2 (95%) + AG 9045 RR2 (5%)
B BG 7060 (100%) B BG 7060 (100%)
———— —— —— - AG 9045 RR2 (100%) -——— - —— AG 9045 RR2 (100%)

Figura 2. Numero médio de lagartas de Spodoptera frugiperda (A) e percentual de
plantas atacadas (B) em fungdo de diferentes propor¢des de sementes em mistura
(transgénicas e ndo transgénicas) de duas cultivares de milho, BG7060 e AG9045.
Capao do Ledo, RS, 2013/2014.

Ja para o tratamento 100% transgénico, BG7060H e sua mistura [BG7060H
(90%) + BG7060 (10%)], os indices foram menores, com um numero médio
de 8,4 lagartas por area demarcada para ambos os tratamentos, e em tor-
no de 40% de plantas atacadas, ataque esse muito menor quando compa-
rado aos tratamentos convencionais. Logo, os dois tratamentos do hibrido
AG9045, 100% transgénico e a mistura de sementes [AG9045PRO2 (5%) +
AG9045 (5%)] foram os que apresentaram os menores indices, comparados
a todos os outros tratamentos: em torno de 1,7 lagartas por area demarcada,
e, consequentemente, 13,7% de plantas atacadas para o tratamento de mis-
tura de sementes. Para o tratamento 100% transgénico, esses valores foram
nulos, ou seja, mesmo 18 dias apods o plantio (DAP) do milho, as plantas ndo
apresentavam nenhum sintoma de ataque (Figura 2A e B).

Conforme esperado, os danos nesses tratamentos sdo muito menores,
devido a presenca de proteinas Bt, com agao inseticida nas plantas. Ressalta-
se que, quando se utiliza mistura de sementes, somente sobreviverdo as
lagartas que acertarem ao acaso as plantas n&o transgénicas, uma vez que
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nao ha evidéncias de que elas consigam distinguir as folhas de milho Bt e ndo
Bt, tendo como base os compostos volateis das plantas; porém, apresentam
nao-preferéncia para alimentagdo em milho Bt, quando submetidas ao conta-
to fisico com o hospedeiro (Costa et al., 2009; Mendes et al., 2011).

ApOs a primeira avaliacdo, o numero médio de lagartas continuou a au-
mentar em todos os tratamentos. Assim, na segunda avaliagao, 25 dias apés
o plantio (DAP), houve um pico de lagartas presentes nas plantas, chegando
a quase 100% de plantas atacadas para quase todos os tratamentos, exceto
para o0 AG9045 PRO2 e a sua mistura com seu respectivo isogénico ndo
-Bt, que se mantiveram com valores menores, em torno de 70% de ataque,
no entanto, muito acima do nivel de dano (10% de plantas atacadas). Esse
comportamento se deve ao fato de o hibrido AG9045 PRO2 apresentar duas
proteinas no mesmo material e, com isso, pode ocorrer 0 que muitas vezes
designada de “morte redundante”. Isso porque os insetos adaptados a uma
proteina morrem devido a segunda proteina, e um inseto totalmente suscep-
tivel “morre duas vezes”. Dessa forma, a evolugéo da resisténcia pode ser
retardada, quando nao ha resisténcia cruzada entre as proteinas expressas
na planta transgénica (Gould, 1998; Zhao et al., 2003, 2005).

Foram necessarias trés intervengdes com inseticida, a primeira 27 DAP
[flubendiamida (100 mL p.c. ha™)], reduzindo o nimero médio de lagartas
para zero em todos os tratamentos. No entanto, nos dois tratamentos con-
vencionais o numero médio de lagartas novamente aumentou, sendo neces-
saria mais uma aplicagdo de inseticida, 14 dias apds a primeira aplicagao
[triflumurom (60mL p.c. ha)], em ambos os tratamentos. Uma semana apods
essa aplicagéo (55 DAP), o numero médio de lagartas continuou a aumentar
em todos os tratamentos, sendo necessaria uma terceira intervengao com
inseticida em todos os tratamentos [espinosade (50mL p.c. ha™)]. Assim, nos
tratamentos com o milho nao-Bt, foram realizadas trés pulverizagdes visando
o controle da lagarta-do-cartucho, e nas areas com plantas Bt foram realiza-
das duas aplicagdes.

Apesar do comportamento de ambos os hibridos ter sido semelhante ao
longo das avaliagdes, o hibrido BG7060, independentemente de possuir pro-
teina Bt, foi o que apresentou sempre o maior numero médio de lagartas e
a maior porcentagem de plantas atacadas, quando comparado ao hibrido
AG9045 (Figura 2A e B). Isso pode ser devido ao fato de a lagarta ja apre-
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sentar resisténcia a proteina presente no hibrido (Cry1F). Além disso, o tra-
tamento da mistura tem uma porcentagem maior de plantas convencionais
(10%).

Embora o milho BG7060H fornega controle proximo a 100%, o mesmo
nao atende plenamente aos requisitos de evento de alta dose para S. frugi-
perda, devido aos problemas de resisténcia ja relatados para essa espécie
(Matten et al., 2008). Também, a constatacao da evolugéo da resisténcia de
S. frugiperda a proteina Cry1F, apds quatro anos de liberagdo do milho Bt em
Porto Rico (Storer et al., 2010) é preocupante, pois, no Brasil, recentemente,
esse evento foi liberado comercialmente para cultivo. Diante disso, é neces-
sario que as estratégias de manejo de resisténcia estejam bem estabelecidas
e sejam empregadas em ambito nacional, dentro de um programa pro-ativo
de manejo de resisténcia para, assim, salvaguardar a vida util dessas tecno-
logias para o MIP (Bernardi et al., 2011).

Em geral, a produtividade do hibrido AG9045 foi maior em comparacgao
com o hibrido BG7060. Os dois tratamentos que apresentaram a menor pro-
dugéo foram a mistura [AG9045 PRO2 (95%) + AG9045 (5%)] e o0 100% con-
vencional BG7060 (Figura 3). Cabe ressaltar que, mesmo com uma aplicagéo
a mais de inseticida nos tratamentos convencionais, a produtividade ainda foi
menor do que nos tratamentos com a mistura de sementes.

Para o hibrido com uma proteina, BG7060, a maior média obtida foi a do
tratamento de mistura de sementes Bt e convencionais, produzindo cerca
de 7,47% e 18,67% a mais, quando comparado com BG7060H e BG7060,
respectivamente. Para o hibrido de segunda geragéo, a maior média obtida
foi a do tratamento 100% transgénico (AG9045 PRO2), produzindo cerca de
8,42% a mais que o tratamento convencional, e 36,79% a mais quando com-
parado com a mistura de sementes Bt e convencional.
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Figura 4. Produtividade média (kg ha™') das cultivares de milho BG7060 H e AG9045
PRO2, nos tratamentos com as porcentagens de mistura de sementes néo transgénicas
com transgénicas (mistura de 10% e 5% para BG7060 e AG9045, respectivamente),
totalmente transgénico e totalmente convencional em relagdo aos danos causados por
Spodoptera frugiperda. Capao do Ledo, RS, 2013/2014. '"Média de cinco determinagdes.
Médias seguidas por mesma letra ndo diferiram entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).

As plantas Bt “piramidadas”, como o0 AG9045 PRO2, retardam a evolugao
da resisténcia mais eficientemente que plantas que expressam uma Unica
proteina inseticida (BG7060 H), principalmente devido a baixa frequéncia ini-
cial dos individuos resistentes as multiplas toxinas (Ferré; Van Rie, 2002).
O uso de plantas “piramidadas” apresenta, ainda, como vantagem controlar
mais eficientemente todo o complexo de lagartas em culturas que apresen-
tam pragas mudltiplas, pois espécies que sdo pouco suscetiveis a uma das
proteinas podem ser mais suscetiveis a outra proteina expressa na planta Bt.
Além disso, permitem a redu¢do no tamanho das areas de refugio, visto que
estudos de modelagem tém demonstrado que 5% a 10% de area de reflgio
com plantas expressando duas proteinas Bt podem proporcionar a diluicao
de resisténcia equivalente a 30% a 40% de area de refugio, quando duas
plantas transgénicas com uma unica proteina sdo implantadas sequencial-
mente (Bates et al., 2005; Zancanaro, 2012).
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Conclusoes

O hibrido AG9045 (transgénico) apresenta menor numero médio de lagar-
tas e menor porcentagem de plantas atacadas, quando comparado ao hibrido
BG7060 (trangénico).

A mistura de sementes de hibridos transgénicos com hibridos convencio-
nais diminui a necessidade de aplica¢des de inseticidas, quando comparada
aos hibridos puramente convencionais.

A intensidade de danos ocasionados por S. frugiperda em plantas de mi-
Iho, em geral, diminui conforme a propor¢do de sementes nao transgénicas
usadas na tecnologia Refuge in the Bag (RIB), refletindo em diferencas na
produtividade, para as condi¢gdes do experimento
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