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Resumo

A cultura do milho é atacada por diversas pragas ao longo do seu ciclo e recentemente foi
constatada a ocorréncia de Helicoverpa armigera atacando espigas de milho no Brasil. O objetivo do
trabalho foi avaliar o ataque de lagartas em estilo-estigma e graos da espiga de diferentes hibridos de
milho-Bt. O estudo foi realizado no municipio de Dourados (MS). Avaliaram-se os insetos encontrados
nos estilos-estigma presentes em cinco espigas de milho por parcela. Foram realizadas trés avalia-
coes dos estilos-estigma e uma quarta avaliacao dos danos nas espigas do milho. Houve diferenca
estatistica significativa entre o nimero de lagartas de Spodoptera frugiperda encontradas no estilo-
-estigma dos hibridos estudados. Ocorreu um maior nimero de lagartas no hibrido de milho nao-Bt,
préximo de 0,5 lagartas/estilo-estigma, seguido do hibrido de milho Cryl1Ab, Cryl1A.105, Cry2Ab2 e
por ultimo o menos infestado, com a proteina VIP3Aa20. O hibrido de milho que expressa a proteina
VIP3Aa20 apresentou menor nimero de lagartas no estilo-estigma.

Palavras-chave: Spodoptera frugiperda. Proteinas Bt. Graos danificados.

Introducao

A produgao brasileira de graos para a safra 2017/2018 esta estimada em um total de 229,5
milhoes de toneladas, com diminuicao de 3,1 % em relagéo a safra 2016/2017, sendo que a cultura
do milho representou, para a primeira safra, a producao de 25,6 milhdes de toneladas e com esti-
mativa de producdo para a segunda safra de producao de 63,01 milhdes de toneladas (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2018).

Durante o periodo de cultivo do milho, a lavoura é atacada por diversas pragas. Nas espigas é
encontrada a lagarta-da-espiga Helicoverpa zea (BODDIE, 1850), o percevejo do milho Leptoglossus
zonatus (DALLAS, 1852) e a mosca-da-espiga Euxesta sp. (GALLO et al., 2002). As espigas também
podem ser atacadas pela Spodoptera frugiperda (SMITH, 1797) cujo dano varia entre 17 e 38,7%
(CRUZ et al., 1999). Também foi constatada a ocorréncia de Helicoverpa armigera (HUBNER, 1808)
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atacando espigas de milho, com relatos no oeste da Bahia na safra de 2012, vindo a se espalhar na
regiao do cerrado ainda no mesmo ano e em um curto periodo de tempo em todo Brasil (DEGRANDE;
OMOTO, 2013).

A expressao das proteinas Bacillus thuringiensis em milho varia de acordo com o evento de
milho Bt, ocorrendo interagdo entre hibrido de milho-Bt e espécie de Helicoverpa para as variaveis
bioloégicas de sobrevivéncia larval, periodo letal e biomassa de ovos (SANTOS et al., 2016). Segundo
este mesmo autor, o periodo letal em que o hibrido de milho expressa a proteina Cryl1A(b) é quatro
vezes menor em Helicoverpa armigera e em relacao as proteinas CrylF e Vip3A, o periodo letal é 3,5
vezes menor para H. zea.

Devido ao uso indevido de pesticidas, ocorre a diminuicao da diversidade de agentes de contro-
le biolégico (CRUZ et al., 1999). Com isto, ha o interesse em reduzir o uso de produtos fitossanita-
rios, estimulando a implementacao do Manejo Integrado de Pragas— MIP (FIGUEIREDO et al., 2006).
Dentro deste sistema, a utilizacao de plantas geneticamente modificadas, especialmente aquelas
transformadas para expressar algumas toxinas de B. thuringiensis, pode ser enquadrada em qualquer
programa de MIP (GALLO et al., 2002), dada sua eficiéncia, baixa toxicidade para o homem, animais
e também para os inimigos naturais das pragas (MARTINEZ; VAN EMDEN, 2001).

A tecnologia Bt pode reduzir o ataque de lepidopteros nas espigas em até 90%, tendo por con-
seqliéncia indireta a diminuicao do crescimento de fungos associados que afetam a qualidade dos
graos (MARQUES, 2011).

Algumas cepas Bt produzem proteinas inseticidas na fase vegetativa da bactéria, ndo formam
inclusoes cristalinas e sao chamadas de proteinas inseticidas vegetativas (VIP) e possuem elevada
toxicidade para lepidépteros (YU et al., 1997; BERNARDI et al., 2011). Por sua vez, as delta en-
dotoxinas Cry surgem no processo de esporulacao durante a fase estacionaria (YAMAMOTO; DEAN,
2000), passam de prototoxinas (inclusao cristalina) para oligdbmeros, que se inserem em membranas
que causam o vazamento de ions e a lise celular. As proteinas Vip 3A atuam de forma semelhante as
proteinas Cry, no entanto, as Vip 3A apresentam propriedades distintas de ligacao das Cry, indicando
baixo potencial de resisténcia cruzada entre as proteinas Vip 3A e Cry (JACKSON et al., 2007), favo-
recendo o empilhamento de genes para manejo da resisténcia.

Em dietas contendo apenas estilo-estigma de milho transgénico, nao se observou mortalidade,
mas foi notada reducao significativa no desenvolvimento dos insetos (WILLIAMS et al.,1998a). A
proteina Cry1Ab possui controle satisfatério sobre a S. frugiperda, mas em populacoes elevadas sao
necessarias intervencdes mediante o uso do controle quimico (BERNARDI et al., 2011).

Visando manter a eficiéncia e minimizar a evolugao a resisténcia, encontra-se um tipo de estra-
tégia na qual se utiliza a mistura de agentes de mortalidade, denominadas de plantas Bt piramidadas,
como € o caso do produto comercial VTPro® (Cryl1A.105 + Cry2Ab2), em que ocorre a possibilidade
de controlar mais eficientemente todo complexo de pragas-alvo, além de minimizar os riscos de inse-
tos que poderiam estar evoluindo para resisténcia as proteinas (BERNARDI et al., 2011).

Com isto, o objetivo do trabalho foi avaliar o ataque de lagartas em estilo-estigma e graos da
espiga de diferentes hibridos de milho-Bt.

Material e métodos

O experimento foi realizado na Fazenda Barra do Laranja Doce, localizada no municipio de
Dourados, Mato Grosso do Sul.
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O milho foi semeado no espagamento de 0,90 m entre linhas na regulagem de 5,5 sementes
por metro linear. A semeadura foi realizada no dia 28 de fevereiro de 2013. Cada unidade experimen-
tal foi composta de 1 linha de cultivo com 50 m de comprimento, com 5 repeticoes.

Os hibridos testados iniciaram o pendoamento simultaneamente no dia 29/04/2013, critério
este que foi levado em consideragcdo no momento da escolha dos hibridos para serem estudados.

Avaliaram-se os insetos encontrados nos estilos-estigma presentes em 5 espigas de milho por
parcela, a partir do inicio da formacao das espigas até a fase de grao leitoso. Foram realizadas trés
avaliacoes dos estilos-estigma e uma quarta avaliacao dos danos nas espigas do milho. Para analisar
os danos nas espigas, foi contado o nimero de graos danificados, utilizando a escala de danos de
Carvalho (1980), atribuindo notas de O a 5, em que: O — corresponde as espigas isentas de danos; 1
— espigas com danos até 1 cm a partir do apice; 2 — danos até 2 cm; 3 — danos até 3 cm; 4 — danos
até 4 cm; 5 — danos até 5 cm.

Os hibridos testados, seus respectivos nomes comerciais para o evento, proteinas e evento
seguem de acordo com o Quadro 1.

Quadro 1. Nome comercial, nome comercial do evento, proteina e evento. Dourados (MS), 2013.

Nome comercial do hibrido | Nome comercial do evento | Proteina Evento

1 — Formula® Nao-Bt (convencional) |- |-

2 — Status® TL VIP® VIP3Aa20 MIR162

3 - Feroz® Agrisure TL® CrylAb Btl1l

4 — DKB 350® YieldGard VT Pro® CrylA.105 + Cry2Ab2 | MON 89034

Fonte: Leite et al. (2011)

Para as analises estatisticas foi utilizado o programa R Development Core Team (2008) - R: A
language and environment for statistical computing - R Foundation for Statistical Computing, em
Viena, Austria, com ISBN 3-900051-07-0.

Resultados e discussao

Houve diferenca estatistica significativa entre o nimero de lagartas de S. Frugiperda encon-
tradas no estilo-estigma dos hibridos estudados. Para a lagarta-da-espiga-do-milho Helicoverpa spp.
nao ocorreu infestacao suficiente nos tratamentos Bt para constatacao de possiveis diferencas. Na
avaliacao de graos danificados e de escala de notas para as espigas atacadas foram constatadas di-
ferengas estatisticas significativas (TABELA 1).
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Tabela 1.Avaliacao de Spodoptera frugiperda no estilo-estigma e espiga de diferentes hibridos de milho na 12
avaliacao, 22 avaliacao, 32 avaliacao, 42 avaliacao, seus graos danificados (GD) e nota de dano (N). Dourados

(MS), 2013.
Quadrado Médio
F.V. GL 1 2 3° 4 GD N
aval aval aval aval
Tratamento 3 0.01 ns 0.64 ns 021 ns 061 ** 2336 ** 315 **
o Média de lagartas/tratamento
Hibridos
12 aval 22 aval 32 aval 42 aval GD N

Nao-Bt 0.81 a 1.47 a 1.14 a 1.55a 5.85a 2.5a
CrylAb 0.70 a 0.70 a 0.70 a 0.81b 1.21b 0.8b
Cry1A.105Cry2Ab2 0.70 a 1.31a 0.81 a ;b. 08 2.42b 1.1b
VIP3Aa20 0.70 a 0.88 a 0.70 a 0.81b 1.35b 0.8b
CV % 15.79 46.37 31.63 27.92 54.41 31.92

ns — nao significativo; **signficativo a 1% de probabilidade; médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nao
diferem entre si pelo teste Tukey.
Fonte: Suekane et al. (2013).

Quando abordado o ataque de S. frugiperda e Helicoverpa spp. nas espigas, nota-se que ocorre
uma maior quantidade de graos danificados e maiores notas de danos nos tratamentos nao-Bt, se-
guido pelos hibridos que expressam as proteinas Cryl1Ab, Cryl1A.105 Cry2Ab2 e por Ultimo, menos
atacado, o hibrido que expressa a proteina VIP3Aa20 (FIGURA 1).

Figura 1. Avaliacao de notas de dano e nimero de graos danificados pela Spodoptera frugiperda e Helicoverpa
spp. nos hibridos estudados, Dourados (MS), 2013.
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Fonte: Suekane et al. (2013).
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Na primeira avaliacao do estilo-estigma ocorreu um maior nimero de lagartas no hibrido de
milho nao-Bt, proximo de 0,5 lagartas/estilo-estigma, seguido do hibrido de milho Cry1Ab, Cry1A.105
Cry2Ab2 e, por tltimo, o menos infestado, com a proteina VIP3Aa20 (FIGURA 2).

Figura 2. Quantificacdo do nimero de lagartas presentes no estilo-estigma dos diferentes hibridos de milho que
expressam proteina Bt, em contraste com aquele ndo-Bt, na primeira avaliagédo. Dourados (MS), 2013.
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Fonte: Suekane et al. (2013).

Na segunda avaliacao do estilo-estigma houve a mesma tendéncia com relacao ao nimero de
lagartas encontradas nos diferentes hibridos estudados, sendo encontrado o maior nimero de lagar-
tas no hibrido nao-Bt (Fig. 3).

Figura 3. Quantificacao do numero de lagartas presentes no estilo-estigma dos diferentes hibridos de milho que
expressam proteina Bt, em contraste com aquele ndo-Bt, na segunda avaliacao. Dourados (MS), 2013.
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Fonte: Suekane et al. (2013).
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Na terceira avaliacao das lagartas presentes no estilo-estigma foi seguido o0 mesmo padrao das
avaliacOes anteriores, ocorrendo diferencas estatisticas significativas no nimero de lagartas entre o
hibrido nao-Bt e os diferentes hibridos transgénicos que expressam proteinas de Bt (FIGURA 4).

Figura 4. Quantificacdo do nlimero de lagartas presentes no estilo-estigma dos diferentes hibridos de milho que
expressam proteina Bt, em contraste com aquele ndo-Bt, na terceira avaliacao. Dourados (MS), 2013.
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Fonte: Suekane et al. (2013).

Pelo grafico verifica-se que é uma contagem inflacionada de zeros, portanto, quando héa pelo
menos uma lagarta de S. frugiperda ha ocorréncia de graos danificados, existindo relacao de quanto
maior a nota, maior o nimero de graos danificados. A Figura 5 ilustra o maior dano e a maior nota
no hibrido nao-Bt.
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Figura 5. NUmero de graos danificados e nota de dano nas espigas para os hibridos Bt e ndo-Bt do total de
lagartas encontradas na espiga. Dourados (MS), 2013.
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Na terceira avaliagdo de espigas encontrou-se a presenca de Helicoverpa spp. em duas par-
celas, no entanto, devido a baixa incidéncia foi possivel a aplicacao da analise estatistica.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram o estudo de Nais et al. (2013), que trabalharam
com o desempenho de hibridos de milho transgénico e suas isolinhas em relacéo a infestacao de S.
frugiperda. Segundo Bernardi et al. (2011), o gene crylAb é considerado de baixa eficiéncia para S.
frugiperda, causando reduzida mortalidade de lagartas, sendo que cada hibrido de milho expressa
uma resposta diferenciada do gene Bt crylAb (MENDES et al., 2011).

Por outro lado, com a mistura dos genes que permitem a expressao de proteinas letais
CrylA.105/Cry2Ab2, ocorre a possibilidade de controlar mais eficientemente o complexo de pragas-
-alvo (BERNARDI et al., 2011), o que foi observado nos dados de campo deste trabalho. Além disso,
a mistura de proteinas distintas confere uma estratégia de manejo da resisténcia adicional.

O fato do hibrido de milho com a insercao do gene VIP ter o menor nimero de lagartas, a menor
nota de dano e o menor niimero de graos danificados pode ser explicado pela elevada toxicidade para
lepidopteros, devido a producao de proteina inseticida na fase vegetativa da bactéria, ndo formando
inclusdes (YU et al., 1997), além da grande atividade de VIP3Aa20 sobre as pragas do estudo.

Em termos praticos, quando se utilizam proteinas pouco eficientes no controle de S. frugiper-
da,recomenda-se, segundo Lourencao e Fernandes (2013), a aplicagao de inseticidas em hibridos de
milho, principalmente aquele com a toxina CrylAb, auxiliando no controle da lagarta-do-cartucho-
-do-milho.

Para fins de manejo de resisténcia, de acordo com Degrande (2013), cabe ressaltar que no
Sistema de Produgao em que existem pragas comuns a mais de uma cultura, como € o caso da S.
frugiperda e Helicoverpa spp. que se movimentam entre os cultivos, ocorre pressao de sele¢ao para
a evolucao a resisténcia as proteinas inseticidas. Portanto, em um gerenciamento de risco faz-se ne-
cessario cultivar hibridos que expressem na mesma planta altas doses de ao menos duas proteinas
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téxicas e que estas sejam de tipos diferentes (Cryl, Cry2, VIP), bem como plantar areas de refligio
para populacdes suscetiveis.

Conclusoes

Spodoptera frugiperda foi a praga de maior ocorréncia no estilo-estigma do milho;

O nuimero de graos danificados e severidade de ataque em espigas foi maior no hibrido de milho
nao-Bt em relacao aqueles que expressam proteinas de Bt;

O hibrido de milho que expressa a proteina VIP3Aa20 apresentou menor nimero de lagartas
no estilo-estigma, menores danos em grao e menor severidade de ataque por Spodoptera frugiperda
nas espigas.

Style-stigma and grains worm stalk attack by different corn Bt-hybrid

Abstract

The corn crop is attacked by many pests along its cycle and the occurrence of Helicoverpa
armigera has been found recently attacking corn stalk in Brazil. The goal of this work was to evaluate
the worm attack in style-stigma by different corn Bt hybrid. The work was conducted in Dourados city
(MS). It was evaluated the pests that were found in style-stigma presented at 5 corn stalks mayze per
plot. Three evaluations of style-stigma and a fourth assessment of damage of stalks were carried out.
The number of Spodoptera frugiperda attack in mayze stalks was significantly at the studied hybrids.
The number of worms attacking non Bt mayze hybrid were higher, at about 0.5 worms/style-stigma,
followed by mayze hybrid CrylAb, CrylA.105 Cry2Ab2, and last the less infested, the one with
VIP3Aa20 protein. The mayze hybrid that expresses VIP3Aa20 protein resulted in the less number
of worms at style-stigma.

Keywords: Spodoptera frugiperda. Bt proteins. Damage grains
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