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RESUMO

Apesar de o clima tropical brasileiro ser propicio ao cultivo do milho, ele também
favorece muitas pragas e doencgas que afetam diretamente a produgao dessa cultura. Como
exemplos, citam-se a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), e a virose causada pelo virus Maize rayado fino virus (MRFV),
o qual ¢ transmitido pela cigarrinha Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera:
Cicadellidae). Além dos danos causados a cultura, outra preocupacao em relacdo a
lagarta-do-cartucho sdo os casos crescentes de resisténcia a proteina Bt a cada ciclo de
cultivo. Para minimizar esse problema, as combinagdes de proteinas Cry em hibridos
transgénicos tém sido bastante utilizadas. Por outro lado, o manejo da virose causada por
MRFV geralmente demanda a aplicagdo de inseticidas para controlar a cigarrinha vetora,
além da busca por variedades resistentes ao virus. O objetivo deste trabalho foi avaliar
nove hibridos de milho transgénico apresentando diferentes biotecnologias classificadas
como PWU, PRO2, PRO3 e VIPTERAS, quanto a resisténcia a lagarta-do-cartucho e ao
MRFV. Escalas de notas foram utilizadas nas avalia¢des de danos da lagarta-do-cartucho
e severidade da virose. Os hibridos SHS7990 PRO2, BM709 PRO2 e BM3063 PRO3
apresentaram injaria por S. frugiperda nas folhas e cartucho, com nota média de
aproximadamente 5,0. Por outro lado, os hibridos B2688 PWU, B2782 PWU, B2401
PWU, FEROZ VIP3, K9960 VIP3 e K9555 VIP3 ndo apresentaram qualquer injdria, o
que pode caracterizar algum nivel de resisténcia a praga. Quanto ao MRFV, os hibridos
ndo apresentaram uma resisténcia desejavel, e na Gltima avaliacdo o B2688 PWU com
severidade de 26,83% foi diferente do BM3063 PRO3 e SHS7990 PRO2 com menores

indices de severidade, 14%, e 12,5%, respectivamente.

Palavras chave: Zea mays. OGM. Lagarta-do-cartucho. Virose.



ABSTRACT

Although the Brazilian tropical climate is favorable for corn cultivation, it also favors
many pests and diseases that directly affect the production of this crop. Examples include
the fall armyworm, Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), and the
virus caused by the Maize rayado fino virus (MRFV), which is transmitted by the
leathopper Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae). In addition
to the damage caused to the crop, another concern regarding the fall armyworm is the
increasing cases of resistance to the Bt protein with each crop cycle. To minimize this
problem, combinations of Cry proteins in transgenic hybrids have been widely used. On
the other hand, the management of the virus caused by MRFV usually requires the
application of insecticides to control the spittlebug vector, in addition to the search for
strains resistant to the virus. The objective of this work was to evaluate nine hybrids of
transgenic cornpresenting different biotechnologies classified as PWU, PRO2, PRO3 and
VIPTERAS3, for resistance to fall armyworm and MRFV. Grade scales were used in the
evaluation of fall armyworm damage and virus severity. The hybrids SHS7990 PRO2,
BM709 PRO2 and BM3063 PRO3 showed injury by S. frugiperda on the leaves and
cartridge, with an average score of approximately 5.0. On the other hand, the hybrids
B2688 PWU, B2782 PWU, B2401 PWU, FEROZ VIP3, K9960 VIP3 and K9555 VIP3
did not present any injury, which may characterize some level of resistance to the pest.
As for the MRFV, the hybrids did not show a desirable resistance, and in the last
evaluation the B2688 PWU with severity of 26.83% was different from BM3063 PRO3
and SHS7990 PRO2 with lower severity indexes, 14% and 12.5%, respectively. .

Key words: Zea mays. GMO. Cartridge caterpillar. Virus.
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1 INTRODUCAO

O milho, Zea mays L., € uma cultura de grande importancia internacional,
destacando-se entre as principais espécies agricolas por produzir um alimento com alto
valor energético para diversas finalidades. E cultivado em praticamente todas as regides
do Brasil e a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) estima para producéo na
safra de 2021/2022 aproximadamente 24 milhGes de toneladas para o plantio da primeira
safra e de aproximadamente 86 milhdes de toneladas estimada para colheita da segunda
safra (CONAB, 2022). O setor encontra-se em alta devido as mudangas enfrentadas na
producdo do grdo afetada pelos fatores edafoclimaticas, causando o aumento no preco da
saca neste més de fevereiro custando R$ 95,98 (CEPEA, 2022).

Em aspecto geral, a genética dos hibridos é responsavel por pelo menos 50%
da produtividade, e a estabilidade da lavoura esta diretamente ligada a capacidade de
resistir as pragas e doencas. Portanto, a escolha do gendtipo é uma tarefa crucial, levando
em consideracdo todas as informacGes disponiveis, como os niveis tecnoldgicos da
propriedade, o sistema de producdo e as condi¢Ges edafoclimaticas da regido, alem da
incidéncia de pragas e doencas na area (BOREM; MIRANDA, 2013).

Os hibridos comerciais de milho sdo resultantes do cruzamento entre
individuos geneticamente distintos e homozigotos, visando a utilizacdo préatica da
heterose. Sdo indicados para sistemas de producdo que utilizam alta tecnologia, pois
possuem um bom vigor, sdo homogéneos e produtivos. Porém, mesmo com grandes
investimentos pelas industrias com bons materiais responsivos as perdas causadas por
pragas ainda constituem fator limitante ao incremento da produtividade (PURCINO et
al., 2009).

Os insetos da Ordem Lepidoptera, como a lagarta-do-cartucho do milho,
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), considerada uma praga da
parte aérea e colmo, alimenta-se das folhas reduzindo a area fotossintética, perfuram o
colmo e podem se alimentar da espiga causando quedas na producdo de grdos. As injurias
ocasionadas por essas lagartas podem resultar em danos de 17% a 50% de produgao
(SOUZA et al., 2016). A lagarta tem um desenvolvimento do tipo holometabdlico que
compreende ovo, larva, pulpa e adulto. Ela possui uma coloragéo clara seguindo para
escura com pontuagdes pretas em pares no dorso, com um caracteristico “Y” invertido na
cabeca. Temperaturas altas acima de 26°C sdo condi¢des favoraveis ao desenvolvimento
da lagarta (FARIAS et al., 2014).
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Associado as lagartas, podemos observar a presenca da cigarrinha do milho,
Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae), que além de causar
injuria por se alimentarem da seiva das plantas, atua como vetor de trés doengas, o
enfezamento vermelho e palido causado por molicutes, e também a virose causada por
Maize rayado fino virus (MRFV). Os plantios tardios e do milho de segunda safra nas
mesmas areas, contribuem para o aumento da populacdo da cigarrinha, os sintomas da
virose afetam a fisiologia, nutricdo e desenvolvimento das plantas podendo reduzir até
30% da producao de grao em gendtipos suscetiveis (OLIVEIRA ef al., 2015). A cigarrinha
possui um desenvolvimento hemimetabdlico sendo ovo, ninfa e adulto. Ela possui uma
coloracdo clara e se alojam principalmente nas folhas do cartucho do milho para se
reproduzirem, possuem um ciclo varidvel em tono de 45 dias podendo encurtar em
ambientes com temperaturas altas acima de 26 °C (SABATO; TEXEIRA, 2015)

Dentro do conceito de manejo integrado de pragas e doencas (MIP) que
associa praticas para melhorar eficiéncia no controle de pragas e doencas, o0 genético foi
um grande avanco da tecnologia para produgdo de milho como controle varietal da S.
frugiperda. A utilizacdo de milhos geneticamente modificados carrega em seu genoma
um gene da bactéria Bacillus thuringiensis abreviada como (Bt) que leva a expressao de
proteinas Cry com a agdo inseticida, conferindo resisténcia da planta a algumas espécies
de lepidopteros pragas (FARIAS et al., 2014).

Para o controle da virose causada por MRFV, os genétipos de milho
resistentes sdo a melhor estratégia ou aqueles genotipos que apresentam menor
sensibilidade. No entanto, o controle da cigarrinha nos estadios iniciais de crescimento
do milho ainda é um fator crucial, juntamente com as realizacdes de plantio em épocas
adequadas, evitando periodos criticos como temperaturas acima de 26° C, umidade
relativa alta, molhamento da folha por mais de quatro horas, condi¢des essas que também
sdo favoraveis ao rapido desenvolvimento da cigarrinha (OLIVEIRA; SABATO, 2018).

A quantidade de hibridos de milho transgénicos disponiveis aumenta a cada
safra, surgindo a necessidade de os profissionais da area atentarem-se as novas
tecnologias, realizando constantes avaliagdes de campo para comprovar a eficiéncia das

biotecnologias sobre as pragas e doencas que ocorrem na cultura.
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2 OBJETIVO

Avaliar comportamento de nove hibridos de milho transgénico em campo,
frente a infestacdo da lagarta-do-cartucho e a virose causada pelo MRFV nas condigdes
de Unai, MG.

2.1. Objetivos Especificos

Avaliar a resisténcia dos hibridos de milho com diferentes proteinas Cry a
lagarta-do-cartucho (S. frugiperda).
Avaliar a resisténcia desses hibridos a virose MRFV transmitida pela

cigarrinha do milho.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A Cultura do milho

O milho (Zea mays L.) pertence a ordem Cyperales, familia Poaceae e género
Zea. Originado provavelmente nas américas, onde se encontram 0S Seus parentes
selvagens mais proximos Moro; Neto, (2017). No Brasil apresenta uma grande
importancia econémica, sendo o pais o terceiro maior produtor mundial, sendo superado
apenas pelos EUA e China (CONAB, 2022). A cultura contribui para a economia
nacional, sendo um mercado agricola muito atrativo por suas indmeras formas de
utilizacdo, como a alimentacdo animal onde tem maior representatividade com producéo
de racdo e silagem, além de ser utilizado pelas grandes industrias de alta tecnologia para
fabricacdo dos mais diversos produtos, como alcool e cosméticos, e para consumo in
natura pelo homem (FANCELLLI, 2017).

A estimativa de area plantada no Brasil na safra 2021/22 de verdo é de
aproximadamente, 20 milh6ées de hectares, representando um aumento de 4,8% e
mantendo a produtividade crescente a cada safra, com uma media nacional de 5.376 kg
ha™l. A producio esperada ¢ de, aproximadamente, 112 milhdes de toneladas, sendo 29%
a mais que a safra anterior (CONAB, 2022).
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3.2 Morfologia da planta

O milho é uma planta alogama que favorece a polinizacdo cruzada, sendo
aproximadamente 97% dos dvulos polinizados por outros individuos e apenas 3% por
meio da autofecundacdo, monocotileddnea e a natureza protrandrica onde a liberagcdo do
polen das anteras parte masculina do sistema reprodutivo vegetal ocorre antes dos
estigmas parte feminina do sistema reprodutivo vegetal estarem receptivos (COSTA et
al., 2012). O ciclo vegetativo é variavel, entre 110 e 160 dias, dependendo das
caracteristicas dos gendtipos (superprecoce, precoce e tardio), e os hibridos de milho, em
sua maioria, florescem entre 55 a 75 dias ap6s a semeadura (FANCELLI; DOURADO-
NETO, 2004).

A raiz do milho é do tipo fasciculada, dividida em raizes primarias,
secundarias, seminais, adventicias e de suporte. Suas folhas sdo longas e lanceoladas,
possuem nervura central em forma de canaleta bem marcante. As folhas circundam o
caule em sua base formando a bainha e se inserem nos n6s do colmo. O colmo tem a
funcdo de dar suporte as folhas e partes florais, funcionando também como 6rgéo de
reserva de fotoassimilados. As flores masculinas se agrupam no topo da planta, formando
a estrutura denominada penddo, enquanto as flores femininas sdo constituidas pelas
espigas que emitem o estilo-estigma, popularmente conhecido como “cabelo do milho”

que, ao ser fecundado, escurece e seca (EMYGDIO et al., 2013).

3.3 Tipos de hibridos de milho

Existem diferentes tipos de hibridos de milho comerciais: hibridos simples,
obtidos do cruzamento entre duas linhagens puras (A x B), indicados para sistema de
producdo de alta tecnologia por possuirem maior potencial produtivo; hibridos duplos,
resultantes do cruzamento entre dois hibridos simples, sendo mais indicados para médias
tecnologias; hibridos triplos, obtidos a partir de uma linhagem pura e um hibrido simples,
apresentando menor produtividade e homogeneidade (BOREM:; MIRANDA, 2013).

3.4 Hibridos transgénicos

De acordo com Cruz et al., (2015) as cultivares transgénicas foram o grande

avanco da tecnologia para a producdo de milho com grandes vantagens em relacdo as
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cultivares convencionais. A insercdo de novos genes na espécie proporcionou maior
estabilidade produtiva, reducdo do custo de producdo, facilidade de manejo,
principalmente no tocante aos insetos-pragas e as plantas daninhas, e menor impacto
ambiental. Os eventos resistentes a insetos, isolados ou combinados com outros eventos
tolerantes a herbicidas, proporcionou a crescente adocdo de cultivares transgénicos pelos
produtores no Brasil, muito influenciados pela reducéo no uso de produtos fitossanitarios
para controle de pragas, doencas e plantas daninhas (CRUZ et al., 2015).

Os hibridos de milho transgénicos disponiveis no mercado possuem
caracteristicas particulares resultantes de diferentes tecnologias, como: PowerCore®
ULTRA, milho geneticamente modificado resistente a insetos da ordem Lepidoptera e
tolerante ao herbicida glifosato e glufosinato de amonio; VT PRO 2 e VT PRO 3, protege
araiz do milho contra o ataque da larva alfinete, Diabrotica speciosa (Germ) (Coleoptera:
Chrysomelidae), bem como tolerancia a insetos da ordem Lepidoptera e ao herbicida
glifosato; VIP3, milho geneticamente modificado resistente a insetos da ordem
Lepidoptera e tolerante ao herbicida glifosato. Esses sdo os denominados eventos de
transformacéo génica, caracterizados por combinacdes de proteinas Cry no genoétipo do
hibrido, garantindo resisténcia total ou menor sensibilidade a insetos-pragas e daninhas
(BRAVO et al., 2005).

3.5 Hibridos resistentes a insetos-pragas

Dentro do conceito de manejo integrado de pragas e doengas, 0 uso dessa
biotecnologia foi o grande avango da agricultura, pois permitiu a redugdo de algumas
praticas agricolas e aplicacdes de agroquimicos. Através de apuradas técnicas de
laboratdrio, um gene da bactéria de solo B. thuringienses que produz toxinas conhecidas
como Cry e Vip foi introduzido no genoma de plantas de milho conferindo-lhe alto padréo
de resisténcia a algumas especies de lepiddpteros pragas Farias et al., (2014). O primeiro
evento em milho resistente a insetos-pragas aprovado foi o Bt 176 Syngenta, nos Estados
Unidos, em 1996 Jackson et al., (2007). De acordo com a Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBI0), atualmente, existem 52 eventos transgénicos registrados para

a cultura do milho no Brasil liberados para comercializagdo (CTNBIO, 2022).
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3.6 Modo de acdo das proteinas Cry e VIPs

Segundo Cruz et al., (2010), o0 modo de agdo das proteinas Cry tem sido
caracterizado principalmente em lepidopteros. A agédo das proteinas Cry promove a lise
das células epiteliais do mesentério do intestino médio do inseto-praga pela formacéo de
poros nas microvilosidades apicais das membranas das células. Elas passam de protoxinas
(incluséo cristalina) para oligdmeros, que se inserem em membranas que causam O
vazamento de ions e a lise celular septicemia e morte do inseto. A ativacéo da protoxina
envolve a remogdo proteolitica de um peptideo N-terminal (25-30 aminoacidos para
proteina Cryl, 58 para Cry3A e 49 para Cry2Aa) (MENDES et al., 2011).

Segundo Bernardi et al., (2015), as proteinas denominadas VIP sdo
produzidas por algumas cepas de B. thuringiensis durante a fase vegetativa de
crescimento da bactéria e ndo formam inclusdes cristalinas. Elas sdo divididas em duas
classes: Vipl e Vip2, toxicas a alguns coledpteros; e Vip3A, ativas contra amplo espectro
de lepiddpteros-pragas. As proteinas Vip3A atuam de forma semelhante as proteinas Cry,
contudo, apresentam propriedades distintas de ligacdo. Os hibridos geneticamente
modificados possuem combinac6es de diferentes proteinas Cry e genes gque Ihes conferem
resisténcia. A combinacio desses genes confere maior flexibilidade no controle dos
insetos-pragas e plantas daninhas (JACKSON et al., 2007).

3.7 Lagarta do cartucho: biologia e manejo

A lagarta-do-cartucho, S. frugiperda, é uma das principais pragas da cultura
do milho, devido as injurias causadas em todos os estadios de desenvolvimento da planta.
As perdas causadas por essa praga podem variar dependendo do estadio fenoldgico da
planta, podendo afetar até 100% da lavoura, quando ndo tomadas as medidas de manejo
adequadas (LOURENCAO et al., 2009; SOUSA et al., 2016).

De acordo com Bravo et al., (2005), as lagartas possuem inicialmente uma
coloracéo clara, passando para pardo escuro a esverdeadas até quase pretas. Apresentam
trés pares de pernas toracicas e cinco pares de falsas pernas, abdominais. Eclodem com
pouco mais de 1 mm de comprimento e podem atingir o maximo de 4,0 a 4,5 cm. Mostram
pontuacOes pretas aos pares, ao longo do dorso (sempre um par préximo e 0 outro

distante) e quatro pontuacdes pretas no final do abdémen formando um quadrado. Na
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parte frontal da cabeca, apresentam uma sutura epicranial em formato de “Y” invertido
(FARIAS et al., 2014).

Segundo Teodoro et al., (2013), o desenvolvimento da S. frugiperda é do tipo
holometabdlico compreendendo as fases de ovo, larva, pupa e adultos. As mariposas
fazem suas posturas durante a noite, sdo capazes de realizar de cinco a seis posturas,
ovipositando (de 200 a 300 ovos) na parte superior e inferior das folhas. A ecloséo das
larvas ocorre de dois a trés dias ap6s a oviposi¢do, o periodo larval duro de 12 a 30 dias,
dependendo da temperatura que podem acelerar o desenvolvimento da larva (TEODORO
etal., 2013).

As lagartas se alimentam de toda a parte aérea da planta de milho, incluindo
as espigas. Ao consumirem a area foliar, acabam reduzindo a capacidade fotossintética
da planta, com consequente queda na producdo. Nos estadios iniciais, elas atacam as
folhas novas que sdo raspadas e, a partir do terceiro instar, perfuram as folhas até o
cartucho da planta, destruindo-o em diversos pontos. A proporcdo da injuria ird depender
do estadio fenoldgico da planta e da intensidade de infestacdo (OMOTO et al., 2016).
Quando existe uma alta infestacdo da praga na area, é possivel encontrar ataques como
corte das plantas jovens ao nivel do solo, perfuracdes no talo, e na espiga (NAKANO,
2011; ROSA et al., 2011).

As injurias causadas pela lagarta-do-cartucho sdo extremamente severas,
podendo reduzir a producdo em até 40% no primeiro ano de convivio e,
consequentemente, elevando os precos do milho em 13,6% (CEPEA, 2019). Para chegar
a esse resultado, o Centro de Estudos Avangados em Economia Aplicada (Cepea),
calculou as elasticidades de transmisséo de precos em cada segmento da cadeia produtiva
que utiliza o milho como insumo no Brasil e estimou um prejuizo de 20,5 bilhdes, em
uma situacao na qual o produtor ndo controle a lagarta na cultura (CEPEA, 2019).

Existem diversos métodos para 0 manejo dessa praga, como 0 controle
quimico com inseticidas neurotdxicos a base de carbamatos e organofosforados e com
inibidores da sintese de quitina, como as benzoiluréias Omoto et al., (2016). O controle
cultural, empregado em éareas de plantio convencional, expondo as pupas no solo
diminuindo a emergéncia de adultos, e também, o controle bioldgico, por meio dos
bioinseticidas a base de Baculovirus e de parasitoides de ovos, como o Trichograma spp.
A partir dos anos 2008 e 2009, com a aprovacgéo do milho Bt no Brasil, passou-se a utilizar

também transgénicos com alto padrdo de resisténcia a essa praga. Esse avanco
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tecnoldgico possibilitou reduzir a populacéo de lagartas e o uso de inseticidas sintéticos
para o seu controle (FARIAS et al., 2014).

A resisténcia da praga as toxinas derivadas da bactéria B. thuringiensis
presente na planta é considerada uma das principais ameacgas ao uso sustentavel das
tecnologias transgénicas. Naturalmente, existem individuos nas populacdes da praga que
sobrevivem as toxinas. Porém, em condi¢Oes normais, ou seja, sem a exposi¢do constante
as plantas transgénicas, a frequéncia com que esses individuos ocorrem é baixa
(MORAES; LOURENCAO; PATERNIANI, 2015). O processo de selecio da resisténcia
nada mais € que o aumento da frequéncia de ocorréncia desses insetos na populacao
(EMBRAPA, 2018).

Uma das estratégias para minimizar o risco de evolugdo da resisténcia de
insetos praga as plantas Bt consiste na manutencédo da area de refugio, a qual serve como
“criadouro” de individuos suscetiveis que cruzardo com os individuos sobreviventes da
area com milho transgénico, gerando heterozigotos funcionalmente suscetiveis
(BERNARDI et al., 2015). Mesmo o milho Bt mais efetivo na reducéo de certas espécies
de pragas ndo confere total imunidade a todos os lepidopteros, dentre outros fatores pela
resisténcia a toxina empregada (BARROS et al., 2010).

Mesmo com bons materiais de milho Bt, ainda existem grandes problemas e
perdas de produtividade causadas pela S. frugiperda, devido a pouca pratica de plantio de
area de reflgio nas lavouras, proteinas Bt que ndo sdo expressas em alta dose e eventos
expressando apenas uma proteina, o que propicia o surgimento de individuos resistentes

a toxina, a cada ciclo de geracdo da lagarta.

3.8 Maize rayado fino virus

Nos ultimos anos, vém aumentando a populacdo de cigarrinhas D. maidis no
milho, principalmente em algumas regides quentes do territorio nacional. A intensificagdo
com o milho de segunda safra, cultivado em uma mesma area de forma sucessiva em
sistemas irrigados, proporcionou uma “quebra” na sazonalidade de plantio e vem
aumentando a presséo de pragas e doengas. A cigarrinha D. maidis € inseto vetor da virose
causada pelo Maize rayado fino virus (MRFV). Essa doenca conhecida como virus da
rica do milho pode reduzir em até 30% a producdo de grdos em genotipos suscetiveis
(OLIVEIRA et al., 2015).
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O MRFV é um virus pertencente ao género Marafivirus, familia Tymoviridae,
caracterizada por virions isométricos de aproximadamente 30 nm de didmetro e um
genoma de RNA de sentido positivo de fita simples (LEON; GAMEZ, 2002). Segundo
Sabato et al., (2017), este virus afeta a fisiologia, nutricdo, desenvolvimento e a producéo
das plantas e séo transmitidos por meio da cigarrinha para plantas de milho sadias, sendo
essa transmissdo do tipo persistente/propagativa. Ao se alimentar da seiva da planta
doente, a cigarrinha adquire o virus que passa por um periodo latente de duas a quatro
semanas. Esse virus se multiplica nos tecidos da cigarrinha e atinge suas glandulas
salivares, tornando-as infectantes e capazes de transmiti-lo durante toda a vida. Ninfas e
adultos, machos ou fémeas da cigarrinha, podem adquirir e transmitir a particula viral
entre plantas de milho. A transmissao do virus pela cigarrinha pode atingir o floema da
planta entre 01 e 24 horas, dependendo do genotipo do milho (COELHO et al., 2017;
SABATO et al., 2017).

De acordo com Zambrano et al., (2013), as plantas infectadas pelo MRFV
apresentam sintomas entre uma e duas semanas ap6s a inoculacdo, sendo caracterizados
por pontos clordticos nas nervuras secundarias e terciarias da folha, que coalescem e
apresentam aspecto de riscas ao longo das nervuras. Essas riscas tornam-se bem claras
quando a folha é observada contra a luz do sol na forma de pequenos pontos cloréticos
alinhados. Em cultivares suscetiveis, a alta infestacdo pode acarretar menor eficiéncia
fotossintética, reducdo do crescimento da planta, abortamento de gemas florais,
enchimento incompleto dos grédos e seca precoce da planta e, consequentemente, queda
na producdo do milho (BERTACCINI et al., 2017).

Os niveis de incidéncia da doenc¢a dependem da densidade populacional de
cigarrinha e da suscetibilidade da cultivar de milho, podendo atingir 100% das plantas.
As condigbes favoraveis ao virus sdo climas chuvosos, temperaturas altas (> 20 °C) e
molhamento foliar por mais de 4 horas. Essas mesmas condi¢Ges favorecem o
encurtamento do ciclo das cigarrinhas, possibilitando mais ciclos reprodutivos da praga
durante o ciclo do milho (SILVA et al., 2017). O plantio tardio de milho mantém a oferta
de alimento e de sitios de oviposi¢do para a cigarrinha por um periodo mais longo,
aumentando a densidade populacional da praga (OLIVEIRA et al., 2017; MENESES et
al., 2016).

Existem varias estratégias para 0 manejo da cigarrinha D. maidis e,
consequentemente, da virose. Segundo Sabato; Oliveira, (2018), deve-se evitar a

permanéncia do milho tiguera, que sdo plantas proveniente da safra anterior que persiste
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em ficar no campo, ndo realizar o plantio do milho em proximidade de lavoura com alta
incidéncia de plantas com sintomas da virose, pois essas plantas sdo fonte de indculo para
a cigarrinha se infectar e transmitir para outras areas. Existem ainda efeitos positivos em
relacdo a utilizacdo de sementes de boa qualidade e de cultivares que possuem resisténcia
genética, além das pulverizagbes com inseticidas, no inicio do ciclo da cultura nos
estadios V3 e V4 para controlar a cigarrinha pois, nesse periodo as doencas transmitidas
pela cigarrinha tem maior potencial de causar perdas de produtividade (ZAMBRANO et
al., 2014). No Brasil existem 32 produtos registrados contra D. maidis (MAPA, 2022).
Alguns gendtipos de milho com excelente nivel de resisténcia ao MRFV tém sido
identificados, como os acessos Kill, INIAP-180, Oh1V1l, CML287, CML459, Cuba, e
Saint Croix (ZAMBRANO et al., 2013).

Em propriedades onde o milho é cultivado intensivamente durante todo o ano,
qguando identificada uma alta infestacdo da virose e da cigarrinha, é importante o
agricultor realizar rotacdo de cultura impedindo a reproducéo da cigarrinha na area, e que
se tenha alimento disponivel para a praga assim realizando um vazio sanitéario de pelo
menos 30 ou mais dias sem a presenca de milho na area e nas proximidades (COSTA et
al., 2012).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area experimental

O experimento foi realizado na safra 2020/2021, na Fazenda Experimental
Santa Paula (FESP), pertencente ao Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), Campus Unai, localizada em
Unai/MG, latitude de 16°26.184'S, longitude 46° 53.926'0, e altitude 560 m. O clima da
regido é classificado como Aw, de acordo com Koppen-Geiger (PEEL et al., 2007), com
estacdo seca de inverno, temperatura média de 23,5 °C, com a média anual de
pluviosidade de 1275 mm. A area experimental apresenta histérico de ocorréncia da
lagarta-do-cartucho, além da cigarrinha do milho transmitindo a virose causada pelo

MRFV. As informacdes climaticas no periodo do experimento apresentadas na Figura 1.
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Figura 1 - Dados climaticos: precipitacdo acumulada (mm), temperatura media (°C) e
umidade relativa média (%)quinzenais entre setembro de 2020 e marco de 2021 no

municipio de Unai, Minas Gerais

Dados Climaticos Unai/MG - Setembro 2020 a Mar¢o 2021
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Fonte dos dados: INMET, 2021. Elaboracéo: Gustavo H.M. Fernandes

O solo em que o experimento foi instalado é classificado como Nitossolo
Vermelho (NV) e possui 68% de saturagdo por base, 59,5% de argila no horizonte A e
64,5% de argila no horizonte B. As principais caracteristicas do solo estdo descritas na
Tabela 1. A partir da andlise de solo ndo foi constatada a necessidade de calagem e

gessagem na area, realizando-se apenas adubacéo de plantio e cobertura.
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Tabela 1 - Resumo da analise quimica do solo realizada na area onde foi instalado o
experimento. UFVJM — Campus Unai, Unai/MG, Brasil

Profundidade do Solo*

0-10cm 10-20cm 20-40cm 40-60cm
pH 6,0 54 58 53
Bases cmolc.dm
Célcio (Ca) 4,24 1,84 1,73 1,55
Magnésio (Mg) 2,39 1,02 1,02 0,79
Potéssio (K) 0,44 0,18 0,14 0,11
Aluminio (Al) 0,00 0,18 0,00 0,26
H+Al 2,60 3,40 3,60 3,20
SB (Soma de bases) 7,07 3,04 2,88 2,44
% (Porcentagem)
V (Saturagéo de Bases) 73 47 44 43
m (saturacdo por Al) 0 6 0 10
dag kg
M.O (Matéria Organica) 3,8 23 18 1,6

*Analise realizada pelo Laboratédrio de Analises Ambientais e Agricolas (LABRAS, Monte Carmelo/MG)
em outubro de 2020

4.2 Instalacdo do experimento

A cultura foi estabelecida sob sistema de plantio direto no dia 25/11/2020. A
semeadura foi realizada manualmente com utilizagdo de matraca, em espacamento de 0,5
m (entre linhas) x 0,28 m (entre plantas na linha), resultando numa populacao de 70.000
plantas.ha’. Para a adubagdo de plantio foi utilizado 300 kg ha* de superfosfato triplo
(contendo 123 kg ha de P2Os) e 100 kg ha® de cloreto de potassio (50 kg ha* de K20).
Para a adubacéo de cobertura foi aplicado 285 kg ha de sulfato de aménia (120 kg ha*
de N) em duas aplicacGes, sendo a primeira no estadio fenolégico V4 (quarta folha
totalmente expandida formando a bainha) e a segunda no V7 (sétima folha).

Para o controle de plantas daninhas foram realizadas duas aplicagbes com
pulverizador costal manual: a primeira em V4 (quarta folha), com o herbicida
nicosulfuron na dose de 0,06 kg ha e a sequnda em VT (pendoamento) com atrazina, na
dose de 0,25 kg ha! e glifosato na dose de 2,38 kg ha™.
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4.3 Delineamento experimental e tratamentos

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados
(DBC), com nove tratamentos (hibridos de milho) e trés repeticdes, totalizando 27
unidades experimentais (parcelas). Cada parcela foi constituida por 11 linhas de plantio,
com 6 m de comprimento e 22 plantas. Como parcela Gtil para as avaliagdes da lagarta do
cartucho e severidade da virose causada pelo MRFV foram consideradas as 2 linhas

centrais, desprezando-se 0,5 m de cada extremidade (Figura 2).

Figura 2 - Croqui da area experimental na FESP, Unai — MG

o Croqui de plantio: Seguir a Ordem de Plantio conforme consta no Croqui
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Fonte: Gustavo H.M. Fernandes

Os nove hibridos de milho comerciais avaliados sdo de dupla aptidao, ou seja,
podem ser destinados a producao de silagem e gréos. Todos sao transgénicos e expressam
duas ou mais proteinas inseticidas provenientes da bactéria B. thurigiensis, (tecnologia
Bt) e todos sdo resistentes ao herbicida glifosato (Roundup Ready®). As informagoes

detalhadas de cada hibrido estdo descritas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Descricdo dos hibridos comerciais de milho transgénico de dupla aptidao que

foram avaliados no experimento Unai/MG, 2022

Hibrido Ciclo Tipo Tecnologia Proteinas

1B2782 PWU Precoce Triplo 5PowerCore™ ULTRA CrylF, CrylA.105, Cry2Ab2 e
Vip3Aa20

B2401 PWU Superprecoce  Simples PowerCore™ ULTRA CrylF, Cry1A.105, Cry2Ab2 e
Vip3Aa20

B2688 PWU Precoce Simples PowerCore™ ULTRA CrylF, Cry1A.105, Cry2Ab2 e
Vip3Aa20

’BM3063 Precoce Triplo VT PRO 3 CrylA105, Cry2Ab2 e
Cry3Bbl

SFEROZ Precoce Duplo 8VIP 3 CrylAb e Vip3Aa20

4K9960 Precoce Simples VIP 3 CrylAb e Vip3Aa20

4K9555 Médio Simples VIP3 CrylAb e Vip3Aa20

SSHS7990 Precoce Simples VT PRO 2 CrylA105 e Cry2Ab2

2BM709 PRO2 Precoce Simples VT PRO 2 Cry1A105 e Cry2Ab2

1Marca comercial: 1Brevant®; 2Sementes Biomatrix®; 3NK-Syngenta®; ‘KWS®; *Sementes Santa Helena.
5PowerCore™ ULTRA: que conferem controle dos principais lepiddpteros da parte aérea do milho e de
solo (lagarta-elasmo e lagarta-rosca) e tecnologias CP4-EPSPS e PAT tolerancia aos herbicidas glifosato e
glufosinato de aménio. "VT PRO 3: Tolerancia a insetos da ordem lepidéptera e protecdo da raiz do milho
contra o ataque da Diabrotica speciosa (larva alfinete) e tecnologias CP4-EPSPS tolerancia ao herbicida
Glifosato. 8Viptera 3: Tolerancia a insetos da ordem lepidépteros da parte aérea e de solo (lagarta-elasmo)
e tecnologias CP4-EPSPS tolerancia ao herbicida glifosato. °VT PRO 2™: Tolerancia a insetos da ordem
lepiddptera e tecnologias CP4-EPSPS toleréncia ao herbicida Glifosato.

Fonte: Mapa: Registro Nacional de Cultivares-RNC

4.4 Avaliacbes

As avaliacOes foram realizadas desde a emergéncia da cultura, para acompanhar
0 inicio da infestacdo da lagarta-do-cartucho e da cigarrinha-do-milho na area
experimental,  principalmente nos  estagios  vegetativos,  pré-pendoamento
(emborrachamento) e inicio do estagio reprodutivo.

Para avaliacdo da infestacdo e injdrias causadas por S. frugiperda, foi realizada
uma avaliacdo visual das plantas presentes nas 2 linhas centrais de cada parcela,
escolhendo-se aleatoriamente 20 plantas da area Gtil da parcela e atribuindo-lhes notas

visuais de 1 a 9, sendo 1 = a auséncia total de injurias e 9 = plantas totalmente destruidas,
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de acordo com a metodologia de Fernandes et al. (2003) e com a escala adaptada de Davis
et al. (1992) (Figuras 3.1-9).

As avaliagdes ocorreram aos 53 dias ap6s o plantio (DAP) (17/01/2021), aos 58
DAP (22/01/2021) e aos 65 DAP (29/01/2021). Ap6s a terceira avaliagdo, os hibridos

entraram no estagio de florescimento.

Figura 3 - Escala visual de injurias provocadas pela lagarta-do-cartucho do milho, com

notas de 1 a 9, conforme Davis et al. (1992)

Fonte: DuPont Pioneer, Brasil

A severidade da virose causada pelo MRFV foi avaliada nas duas folhas do
apice das mesmas 20 plantas avaliadas quanto a infestacdo pela lagarta-d-cartucho. Neste
caso, utilizou-se uma escala de notas proposta por Zambrano et al. (2013) como se segue:
0 = sem sintomas; 1 = manchas clor6ticas cobrindo até 25% da superficie da folha; 2 =
manchas cloréticas brilhantes e listras curtas cobrindo 25 a 50% da superficie foliar; 3 =
manchas e listras cloroticas brilhantes em 50 a 75% da superficie da folha; 4 = manchas
e listras cloroticas brilhantes cobrindo mais de 75% da superficie da folha; e 5 = planta
previamente sintomatica que morreu. Os sintomas sdo demonstrados na Figura 4. As
avaliagdes ocorreram nas mesmas datas de avaliagdes da lagarta-do-cartucho, conforme
mencionado anteriormente. Em seguida, foi calculado o indice de severidade da doenca,

conforme a férmula apresentada na Figura 5.
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Figura 4 - Escala visual para avaliacdo da severidade da virose causada pelo MRFV em
folhas de milho (ZAMBRANO et al., 2013)

Fonte: DuPont Pioneer, Brasil

Figura 5 - indice de severidade da doenca

3 (valor danota x N° de plantas com esta nota) < 100

ID (%) =
(%) (N© total de plantas x valor maximo da escala de notas)

4.5 Analise dos dados

Os dados foram primeiramente submetidos aos testes de normalidade de
distribuicdo dos residuos de Shapiro Wilk, e homogeneidade das variancias de Levene.
Em seguida, apds a realizacdo da analise de variancia, procedeu-se a comparacdo das

médias pelo teste de Tukey, a 0,05 de significancia.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os unicos hibridos que apresentaram injurias pela lagarta-do-cartucho foram os
que possuem a tecnologia VTPRO 2 e VTPRO 3, com nota média de aproximadamente
5,0. Os hibridos PWU e VIP3 foram significativamente mais resistentes, sem lesdes ou

furos nas folhas e cartuchos (Tabela 3).
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Tabela 3 - Notas visuais das injurias causadas por (Spodoptera frugiperda) em hibridos
de milho

Hibrido 12 Avaliacéo 22 Avaliacdo 32 Avaliacéo
SHS7990 PRO2 477 a* 483 a* 523 a*
BM3063 PRO3 475 a 5,08 a 537 a
BM709 PRO2 4,40 a 4,73 a 5,08 a
B2688 PWU 0,10 b 0,00 b 0,00 b
B2782 PWU 0,00 b 0,00 b 0,00 b
B2401 PWU 0,00 b 0,00 b 0,00 b
FEROZ VIP3 0,00 b 0,00 b 0,00 b
K9960 VIP3 0,00 b 0,00 b 0,00 b
K9555 VIP3 0,00 b 0,00 b 0,00 b
P-valor 0,000 0,000 0,000
Erro padrdo médio 0,431 0,454 0,486

* Notas médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (5%).
Avaliagdes: primeira 53 (DAP), segunda 58 (DAP), terceira 65 (DAP)

Os hibridos contendo as tecnologias VTPRO2 e VTPRO3 com as proteinas
CrylA105, Cry2Ab2 e Cry3Bbl ndo foram resistentes & lagarta-do-cartucho,
demonstrando a capacidade da lagarta de superar a resisténcia genética de hibridos que
expressam mais de uma proteina Cry (FARIAS et al., 2014). Ao avaliarem o controle da
lagarta-do-cartucho em sete hibridos de milho, a saber: Convencional, Bt - Cry 1Ab,
VTPro, VTPro 3, VTPro 2, Powercore e Viptera, Michelotto et al. (2016) obtiveram as
notas de danos 7,0, 6,5, 4,0, 3,3, 3,0, 2,7 e 1,0, respectivamente. Isso demonstra que a
proteina CrylAb, uma das proteinas expressas nos hibridos com tecnologia VIP3
avaliados no presente trabalho, ndo possui a eficiéncia de controle da lagarta-do-cartucho
desejada comparado aos demais hibridos transgénicos (MICHELOTTO et al., 2016).

No presente trabalho com hibridos testados nas condi¢cBes de Unai (MG),
resultados semelhantes aos obtidos por Michelotto et al. (2016) podem ser observados,
pois as tecnologias Powercore e Viptera apresentam maior eficiéncia no controle da
lagarta-do-cartucho. Também é possivel comparar a eficiéncia das tecnologias Cry, onde
os hibridos com lesdes causadas pela lagarta (SHS7990 PRO2, BM709 PRO2 e BM3063
PRO3) expressam as proteinas CrylA105 e Cry2Ab2 (hibridos VTPRO 2), e as proteinas
Cry1lA105, Cry2Ab2 e Cry3Bbl (hibrido VTPRO 3). Uma possivel causa pode ser a



27

resisténcia da populacdo de lagartas da area experimental as toxinas expressas pelas
tecnologias VTPRO 2 e VTPRO 3.

Em contraste, as tecnologias PowerCore™ ULTRA e VIP 3, expressando as
proteinas CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2 + Vip3Aa20 e CrylAb + Vip3Aa20,
respectivamente, demonstraram resisténcia a mesma populacdo de S. frugiperda. Os
hibridos resistentes a lagarta possuem a tecnologia Vip3Aa20 em comum entre eles,
sendo efetivos no controle de lagartas, provavelmente representado pela maior
piramidacdo ou acumulacdo de genes de resisténcia nestas linhagens.

Oderlei Bernard et al., (2015) realizaram um estudo com o objetivo de estimar e
monitorar a frequéncia de resisténcia a toxina Vip3Aa20 de B. thuringiensis em
populagdes de S. frugiperda. Todas as populac6es foram coletadas em plantios comerciais
de milho ndo Bt, em diferentes regides do Brasil, e tratadas em laboratério até a fase
adulta, onde foram condicionadas a uma alimentacdo com um material de milho
transgénico Agrisure® Viptera™ que expressa a toxina Vip3Aa20. Os autores do trabalho
utilizaram o método de bioensaios com a toxina Vip3Aa20 sobreposta em dieta artificial,
avaliando a frequéncia inicial de alelos genotipicos para resisténcia a toxina Vip3Aa20
para S. frugiperda. Ao final, alelos de resisténcia foram detectados em uma familia de
lagartas coletadas em Rio Verde (GO), que apresentou oito larvas sobreviventes, aos sete
dias. Quando transferido para folhas de Agrisure® Viptera™, apenas trés larvas atingiram
a fase adulta. Em contraste, em uma dieta sem toxina Vip3Aa20, a sobrevivéncia de
lagartas foi proxima de 95%, mas quando transferida para folhas de Agrisure® Viptera™
ndo houve sobreviventes (ODERLEI BERNARD et al., 2015).

Uma melhoria para os hibridos de milho é a piramidacdo de mais genes de
resisténcia a lagarta. Segundo José Magid et al., (2013), uma pesquisa foi realizada
utilizando hibrido convencional e com o evento Bt piramidado expressando proteinas
Cry1A.105 e Cry2Ab2, além do evento expressando apenas uma proteina CrylA (b). Os
pesquisadores observaram que o hibrido com evento piramidado apresentou 0s menores
niveis de injaria em trés locais estudados, sendo a nota média préxima a 1,0, equivalente
a raspagem de folhas.

Quanto & analise da virose causada pelo MRFV, observou-se diferenga entre
alguns hibridos na primeira e terceira avaliagdo (Tabela 4). Na primeira, 0s gendtipos
K9555 VIP3, B2688 PWU e FEROZ VIP3 diferiram de BM3063 PRO3, SHS7990 PRO2
e K9960 VIP3, com indices de severidade (%) de aproximadamente 30, 27, 27, 14, 13 e

11, respectivamente. Esses seis genotipos foram iguais aos outros hibridos. Nessa
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avaliacdo, os materiais BM3063 PRO3 e SHS7990 PRO2 apresentavam danos pela S.
frugiperda, e acredita-se que com menor presenca de cigarrinhas nessas plantas. O hibrido
K9960 VIP3 embora iguais aos outros cinco genoétipos, teve o menor valor de severidade,
com 11,33%.

Tabela 4 - indice de severidade (%) de Maize rayado fino virus em hibridos de milho

Hibrido 12 Avaliacdo 22 Avaliacdo 32 Avaliacdo
K9555 VIP3 30,00 a* 20,50 a* 21,00 ab *
B2688 PWU 27,00 a 27,50 a 26,83 a
FEROZ VIP3 26,83 a 24,17 a 23,83 ab
B2401 PWU 22,83 ab 25,83 a 23,00 ab
BM709 PRO2 22,00 ab 16,83 a 20,17 ab
B2782 PWU 21,67 ab 20,50 a 19,83 ab
BM3063 PRO3 13,67 b 17,33 a 14,00 b
SHS7990 PRO2 13,00 b 14,00 a 12,50 b
K9960 VIP3 11,33 b 15,67 a 17,00 ab
P-valor 0,001 0,114 ns 0,008
Erro padrdo médio 1,48 1,27 1,13

* Indices médios de severidade (%) da doenga seguidos pela mesma letra na coluna nio diferem pelo teste
de Tukey (5%). ™ nio-significativo
Avaliagdes: primeira 53 (DAP), segunda 58 (DAP), terceira 65 (DAP)

Na terceira avaliacdo, o hibrido B2688 PWU teve o maior indice de severidade
dos sintomas (26,83%), diferente dos hibridos BM3063 PRO3 (14,00%) e SHS7990
PRO2 (12,50%), com os menores indices de severidade. Esses trés hibridos foram iguais
aos demais utilizados no experimento. O hibrido K9960 VIP3 acompanhou
estatisticamente 0 BM3063 PRO3 e SHS7990 PRO2, com 17% de severidade (Tabela 4).
Esse virus € transmitido pela cigarrinha D. maidis, e como existe uma provavel
competicdo na folha do milho entre a cigarrinha e a lagarta S. frugiperda, uma justificativa
para 0 menor indice da severidade da virose nos hibridos PRO2 e PRO3 € a presenca da
lagarta nesses hibridos.

De modo geral, esses nove hibridos ndo apresentaram uma resisténcia
desejavel ao MRFV. Os genotipos Kill, INIAP-180 e Oh1V1 se destacaram-se como
resistentes por apresentarem indice de severidade menor que 2,8, além dos outros
genotipos como 0 CML287, CML459, Cuba e Saint Croix livres de sintomas dessa virose
(ZAMBRANO et al., 2013). Nesse mesmo trabalho, a heranca da resisténcia no gendtipo
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Oh1V1 foi estudada, considerando como resistente as plantas livres de sintomas. Foram
identificadas duas propor¢des de plantas resistentes: suscetiveis, sendo 3:1 (resisténcia
monogénica dominante) e 13:3 (dois genes de resisténcia, um dominante e outro
recessivo) (ZAMBRANO et al., 2013). O mapeamento genético mostrou que a resisténcia
em Oh1V1 e Kill esta localizada no cromossomo 10 desses genotipos, explicando 23%
da variacdo fenotipica (ZAMBRANO et al., 2014).

Portanto, o0 monitoramento da populacdo de cigarrinhas deve ser realizado
nos plantios de milho e a aplicacdo de inseticidas pode ser necessaria para controlar o
vetor do MRFV, auxiliando no manejo integrado dessa virose. O presente trabalho reforca

a importancia de avalia¢fes de pragas e doencas a nivel de campo.

6 CONSIDERACOES FINAIS

A lagarta S. frugiperda foi efetivamente controlada pelos hibridos transgénicos
B2688 PWU, B2782 PWU, B2401 PWU, FEROZ VIP3, K9960 VIP3 e K9555 VIP3.

Os hibridos nao tiveram nivel de resisténcia desejavel ao MRFV, no entanto, 0s
menores indices de severidade foram identificados em BM3063 PRO3 e SHS7990 PRO2.
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