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RESUMO GERAL

O consorcio de milho de Urochloa ruziziensis é de grande importancia para as principais regides
agricolas do Cerrado Brasileiro. Mesmo com os inimeros beneficios que o sistema agrega aos
solos onde sdo realizados estes cultivos, ainda existem muitos questionamentos com relacdo ao
manejo fitossanitario de pragas que atacam as duas espécies consorciadas. Spodoptera
frugiperda é a principal praga da cultura do milho e pode alimentar-se também de Urochloa
ruziziensis. Tal caracteristica da praga pode inviabilizar este tipo de cultivo na utilizagdo de
hibridos de milho que expressam proteinas de Bacillus thuringiensis (Bt), pois poderia contribuir
com a evolucdo da resisténcia de insetos ao alimentarem-se de pequenas quantidades em plantas
de Bt e depois moverem-se para plantas de U. ruziziensis. Da mesma forma, insetos maiores que
iniciam seu desenvolvimento, poderiam movimentar-se para plantas de milho Bt. Apesar disso, a
sobrevivéncia destes insetos em plantas de U. ruziziensis poderia configurar a espécie como
refagio alternativo, contribuindo para a producéo de insetos suscetiveis no sistema. Para entender
como o comportamento de S. frugiperda pode influenciar no manejo da resisténcia em cultivos
de milho Bt, trés ensaios de campo foram conduzidos no municipio de Dourados-MS,
objetivando analisar se o consércio de milho com U. ruziziensis poderia favorecer o aumento
populacional da praga e se com isso poderia aumentar as injurias em plantas de milho. Também
foram realizados dois experimentos de campo para melhor compreender o padrdo de
movimentacao de lagartas neonatas de S. frugiperda em diferentes padrdes de plantio, simulando
o consorcio de milho e U. ruziziensis. Com 0s ensaios, buscava-se descobrir se as lagartas se
dispersavam entre plantas de milho e U. ruziziensis e se este comportamento influenciava na sua
sobrevivéncia. Como resultado observou-se que, nos experimentos de campo, o consorcio de
milho com U. ruziziensis ndo favoreceu o aumento populacional de S. frugiperda e tampouco o
nivel de injdrias nas plantas de milho ou de U. ruziziensis. Nos experimentos de campo foi
possivel observar que as lagartas se movem entre plantas independente da espécie onde se
originaram, e que ha uma menor sobrevivéncia de insetos que se movem a partir de plantas de
milho Bt. Assim, foi possivel concluir que, desde que atendidos os principais preceitos de
manejo de resisténcia de cultivos Bt, o consorcio de milho com U. ruziziensis pode ser utilizado

como uma ferramenta no manejo de resisténcia de S. frugiperda em plantas de milho Bt.

Palavras-chave: Brachiaria; Lagarta-do-cartucho; Movimento Larval; Manejo de Resisténcia.
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INTRODUCAO GERAL

O consorcio de milho com U. ruziziensis € uma modalidade de cultivo que tem crescido
em adogdo nos Ultimos anos nas principais regides produtoras das culturas de soja e milho no
Brasil.

O principal objetivo deste consorcio € a incrementacao de palhada e, consequentemente,
matéria organica, para o sistema de Plantio Direto (KLUTHCOUSKI et al., 2013),
principalmente em regiGes mais quentes onde a persisténcia da palhada é menor, em decorréncia
da rapida decomposicdo dos restos de cultivos apds a colheita. Mas, € possivel utilizar a
forrageira apos a colheita do milho, como pasto para a producéo de gado de corte em Sistema de
Integracdo Lavoura-Pecuaria. Neste caso, o aproveitamento da forrageira pode ser intensivo até
préximo ao plantio da cultura da soja na safra de Verdo ou, entdo, para formacdo de pastagens
perenes que integrem um sistema de rotacao de culturas.

Independentemente do objetivo principal, o consorcio de milho e forrageiras trazem
inimeros beneficios aos sistemas de cultivo (CECCON et al., 2013), agregando muitas melhorias
principalmente na qualidade dos solos onde sdo implementados. Dentre os principais beneficios,
a melhoria da qualidade fisico-quimica dos solos, aumento e manuten¢do da microbiota do solo,
supressdo de plantas daninhas e de alguns fitonematdides. Também, em decorréncia do
incremento de matéria-organica, hd um balango positivo de estoque de Carbono, além de uma
maior retencdo de agua nesses solos, auxiliando em uma maior tolerancia a periodos de estiagem,
por exemplo, no cultivo de soja em sucessdo e diminuindo o impacto de erosdo hidrica com a
maior cobertura dos solos. Em consequéncia, hd um aumento na produtividade, principalmente
na cultura da soja semeada sobre a palhada dessecada da forrageira.

Assim como no Plantio Direto, apesar dos beneficios, a utilizacdo de sistemas
conservacionistas impacta diretamente na dindmica populacional de algumas pragas. Como
exemplo, ha uma maior sobrevivéncia de insetos subterraneos, que podem atacar as raizes das
culturas, com o ndo revolvimento dos solos. Nesse sentido, € importante compreender que,
apesar dos beneficios, ainda existem poucas informaces a respeito do impacto da utilizacdo de
mais de uma planta hospedeira em uma mesma area sobre esta dindmica populacional de pragas
polifagas. Uma destas pragas € a lagarta-do-cartucho-do milho, Spodoptera frugiperda (Smith,
1798) (Lepidoptera: Noctuidae).
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Spodoptera frugiperda € a principal praga dos cultivos de milho na América Latina e
causa muitos prejuizos, podendo até inviabilizar a producdo caso ndo controlada. Além disso, €
uma praga polifaga que tem como hospedeiro mais de 300 espécies de plantas, dentre elas as
principais culturas de importancia econdmica no Brasil (soja, milho e algod&o), além de espécies
de pastagens (como as do género Brachiaria/Urochloa) e também plantas invasoras
(MONTEZANQO et al., 2018). Ainda existem duvidas, se o consorcio utilizando dois hospedeiros
da praga poderia favorecer o seu aumento populacional na érea e, assim, aumentar seu impacto
negativo na cultura do milho.

O principal método de controle desta praga na cultura do milho tém sido a utilizacdo de
cultivares hibridos que expressam em seus tecidos toxinas de Bt (Bacillus thuringiensis). A
utilizacdo de plantas Bt acarretou numa grande diminui¢do do uso de inseticidas quimicos para o
controle da S. frugiperda, contribuindo para a sobrevivéncia de organismos benéficos e menor
contaminacdo ambiental. Entretanto, ja existem relatos da evolucdo de resisténcia deste inseto as
principais tecnologias de Bt disponiveis no mercado (OMOTO et al., 2016; FARIAS et al., 2014;
MURUA et al., 2019;NIU et al., 2016; MURARO et al., 2019).

A proteina Vip3Aa20 é uma das poucas que ainda apresentam um controle eficiente da S.
frugiperda (SCOTON et al., 2020), necessitando, assim, urgentemente de um manejo da
resisténcia para a manutencdo do seu controle eficiente. A utilizacdo de areas de reflgio em
cultivos de Bt € importante para a producdo de insetos suscetiveis (heterozigotos) para acasalar
com possiveis sobreviventes resistentes (homozigotos recessivos) e diminuir assim a frequéncia
de insetos resistentes dessas populacdes, aumentando a longevidade da tecnologia. Nesse
sentido, a U. ruziziensis cultivada em consorcio com o milho Bt poderia ser caracterizada como
um refugio alternativo, desde que atenda requisitos necessarios para a producdo de insetos
suscetiveis na area, como ndo potencializar a sobrevivéncia de individuos heterozigotos (com
gene de resisténcia) em relacdo aos suscetiveis e produzir adultos em sincronia com adultos que
emergirem da cultura Bt (potenciais resistentes).

Por se tratar de uma praga com alta dispersdo entre plantas, o consorcio de milho e U.
ruziziensis pode interferir no manejo da resisténcia de hibridos que expressam Vip3Aa20, por
possibilitar o movimento de lagartas para plantas de U. ruziziensis ap0s ingerirem poucas
quantidades de toxinas Bt ndo suficientes para causar a mortalidade destes individuos,

possibilitando sua sobrevivéncia e contribuindo para a evolucéo da resisténcia.
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Neste trabalho, foram estudados os comportamentos da praga no sistema de consorcio de
milho Bt e ndo-Bt com U. ruziziensis, visando elucidar se este sistema poderia ou ndo favorecer
0 aumento populacional de S. frugiperda na area e, com isso, aumentar os danos em plantas de
milho, como questionado por alguns produtores que ainda sdo resistentes a utilizacdo desta
tecnologia. Como resultado, nas trés safras estudadas a presenca da U. ruziziensis ndo favoreceu
0 aumento populacional da praga na area e ndo houve um aumento no dano em plantas de milho.

Outra caracteristica de S. frugiperda que pode influenciar negativamente a producdo de
insetos suscetiveis pela U. ruziziensis como reflgio alternativo é a existéncia de dois diferentes
biotipos, denominados de bidtipo milho e bioétipo arroz. Entre os bioticos, existem diferencas
fisiolégicas e comportamentais que interferem na reproducao entre eles, como incompatibilidade
temporal de copula e diferencas nos feromdnios sexuais. O bidtipo milho tem preferéncia por
plantas de milho e sorgo e o bi6tipo arroz por plantas de milho e algumas espécies de forrageiras.

Neste trabalho foram analisadas molecularmente lagartas de S. frugiperda coletadas tanto
nas plantas de milho como nas plantas de U. ruziziensis em 3 safras para identificar quais 0s
bidtipos estavam presentes nestas espécies de plantas. O bi6tipo milho foi o mais encontrado
tanto em milho como em U. ruziziensis. O bi6tipo arroz também foi detectado, porém em poucos
espécimes de insetos coletados tanto em milho como na forrageira.

Também foi estudado o movimento larval da praga em diferentes padrbes de plantio de
milho Bt e ndo-Bt com a U. ruziziensis. O objetivo destes experimentos foi entender como o
movimento das lagartas pode afetar a sobrevivéncia destes insetos no sistema de consorcio,
principalmente nos cultivos com milho Bt. O entendimento do comportamento destes insetos
auxilia em estudos que envolvem o manejo da resisténcia, tendo em vista que a alta dispersao das
lagartas de S. frugiperda inviabiliza a utilizagcdo da técnica de “refugio no saco” (RIB®) no
Brasil. O RIB® consiste na incorporacdo de sementes de milho ndo-Bt em sacos de semente de
milho Bt na mesma proporcdo da recomendacdo do reflgio estruturado (10%). Da mesma forma,
o consorcio de milho Bt com U. ruziziensis pode configurar um refigio semelhante ao RIB®,
apesar da proporc¢éo de plantas ndo-Bt ser expressivamente maior.

Encontramos como resultado que o movimento larval ocorre independentemente da
planta onde as lagartas neonatas eclodem (milho ou U. ruziziensis). Contudo, mesmo iniciando a

alimentacdo em plantas Bt e depois movimentando-se para plantas ndo-Bt, a sobrevivéncia
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desses insetos foi menor quando comparados a milho ndo-Bt, demonstrando a eficiéncia de
controle da praga dada pela proteina Vip3Aa20.

Com esta pesquisa, foi possivel gerar informacédo cientifica para suportar estratégias de
manejo da resisténcia de S. frugiperda e entender o sistema de consorcio de milho com U.
ruziziensis; também, foram apresentados trés resumos no Congresso Brasileiro de Entomologia
em 2018, além da publicacdo de 1 artigo cientifico na revista Internacional Pest Management
Science (Qualis CAPES Al) referente ao primeiro capitulo desta tese. Ainda, delineia-se uma
segunda publicacdo com o segundo capitulo da tese e outras publica¢fes com estudos adicionais
ao projeto de tese no contexto do tema.

Por outro lado, faz-se necessario mais informacdes a respeito da dindmica populacional
de insetos pragas no sistema de consorcio de milho com U. ruziziensis, porém, com os resultados
apresentados, podemos inferir que a utilizacdo desta modalidade de cultivo pode trazer muitos
beneficios econémicos ao produtor nacional. Obviamente, além dos beneficios de carater
edéaficos ja grandemente difundidos e que favorecem o aumento de produtividade dos cultivos
sem a necessidade de aumento de area, pode-se afirmar que o consércio pode beneficiar o

manejo fitossanitario dessas culturas de grande importancia econdémica para o pais.
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RESUMO

O cultivo de milho consorciado com braquidria € comum no Brasil. Ele melhora as
caracteristicas fisico-quimicas dos solos, aumenta a retencdo de agua e o balango positivo de
Carbono, além de suprimir o desenvolvimento de plantas daninhas e nematoides-praga do solo.
Porém, o milho e a Urochloa ruziziensis sao hospedeiros de Spodoptera frugiperda (a principal
praga do milho na América do Sul); assim, o cultivo destas duas plantas no mesmo local, ao
mesmo tempo, motiva a investigacdo sobre o comportamento e dinamica populacional desta
praga. Existem duvidas se o sistema consorciado influencia a ocorréncia de S. frugiperda e seus
danos no milho. Considerando que se forem utilizados hibridos de milho com expressdo em alta
dose de toxinas, a Urochloa ruziziensis pode ser utilizada como um hospedeiro potencial para a
producdo de lagartas suscetiveis de S. frugiperda, e consequentemente funcionando como um

refagio alternativo, a ser incluido como ferramenta para o manejo de resisténcia da praga nos
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campos de milho Bt. Para testar essas hipdteses sobre o uso da Urochloa ruziziensis como uma
hospedeira alternativa de S. frugiperda em um sistema consorciado com milho, foram realizados
estudos de campo em trés safras para verificar questdes relacionadas a etologia da S. frugiperda e
seu dano nos diferentes sistemas de cultivo. Além da avaliacdo fenotipica, também foram
caracterizadas molecularmente S. frugiperda, coletadas no milho e na U. ruziziensis para
identificacdo dos diferentes bidtipos. Os insetos coletados em milho e na U. ruziziensis foram,
em sua maioria, identificados como sendo do bi6tipo milho. A Urochloa ruziziensis foi utilizada
como um hospedeiro pela S. frugiperda durante todo o ciclo de cultivo nas trés safras estudadas.
O sistema consorciado ndo aumentou a populacdo de S. frugiperda ou as injurias na folha no
milho Bt e ndo-Bt. Os resultados sugerem que o sistema consorciado ndo é prejudicial ao cultivo
de milho Bt, uma vez que o conceito de alta dose se aplica a todos instares larvais do inseto. Os
resultados também sugerem que a U. ruziziensis pode ser usada como um refugio alternativo
promissor nos agros ecossistemas de milho Bt, se atendidas as premissas das estratégias de

manejo da resisténcia.

Palavras-chave: Brachiaria ruziziensis; hospedeiro alternativo; lagarta-do-cartucho;

resisténcia; Vip3Aa20.

ABSTRACT

Corn intercropped with forage grasses is common in Brazil. It improves the physical and
chemical characteristics of soils, increases water retention and positive carbon balance, in
addition to suppressing the development of weeds and pest nematodes in the soil. However, corn
and ruzigrass are hosts for Spodoptera frugiperda (the main corn pest in South America); thus,
the cultivation of these two plants in the same place, at the same time, motivates the investigation
on the behavior and population dynamics of this pest. We assumed that the intercropped system
influences the occurrence of S. frugiperda and its damage in corn. Considering that if corn
hybrids with high toxin expression are used, the ruzigrass can be used as a potential host for the
production of susceptible S. frugiperda larvae, and consequently being functionally an
alternative refuge to be included as a tool for the pest resistance management in Bt corn fields.
To test these hypotheses about the use of ruzigrass as an alternative host of S. frugiperda in a

system intercropped with corn, we conducted field studies in three crop seasons to verify issues
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related to the ethology of S. frugiperda and its damage in different crop systems. In addition to
the phenotypic evaluation, we also characterized molecularly S. frugiperda, which was collected
from corn and ruzigrass to identify the different strains. The insects collected on maize and the
ruzigrass were identified at high frequency as being of the corn strain. Ruzigrass was used as a
host by S. frugiperda throughout the crop cycle in the three studied seasons. The intercropped
system did not increase the population of S. frugiperda or the leaf damage in Bt and non-Bt corn.
The results suggest that the intercropped system is not harmful to the cultivation of Bt maize
since the concept of high dose applies to all larval instars of the insect. The results also suggest
that ruzigrass can be used as a promising alternative refuge in the Bt corn agroecosystems if the

compliance of the resistance management strategy is met.

Keywords: Brachiaria ruziziensis; fall armyworm; resistance; alternative host; Vip3Aa20.

1. INTRODUCAO

Os sistemas de cultivo onde o milho é consorciado com plantas forrageiras tém sido
amplamente utilizados para a sustentabilidade da producdo de gréos e carne no Brasil, e a
Brachiaria ruziziensis (Urochloa ruziziensis) é conhecida como a espécie mais importante entre
as alternativas de manejo (FERREIRA et al., 2010). Como o Brasil tem pelo menos duas épocas
de cultivo em um ano, o principal objetivo desse sistema é aumentar a quantidade de palha ap6s
a colheita do milho, de tal forma que a matéria organica também aumenta para criar um ambiente
melhor para a soja na proxima safra no Verao, bem como favorecer positivamente o balanco de
carbono (COSTA et al., 2015). Quando o milho €é colhido, as plantas de braquiaria podem se
desenvolver melhor e cobrir toda a area do solo onde foi semeada junto com o milho. A
braquiaria pode ser cultivada até préximo do periodo da préxima safra e, em seguida, ser
dessecada. Nessas condicBes, ha muitas melhorias nas propriedades quimicas e fisicas do solo
(AMADO et al.,, 2007). Por exemplo, hd um aumento na capacidade de retencdo de agua
(CHIODEROLI et al., 2012; SOUZA et al., 2011), supressdo do desenvolvimento de plantas
daninhas resistentes (CONCENCO et al., 2007; CONCENCO et al., 2015; MECHI et al., 2018),
e um aumento na producdo de soja na proxima safra, em mais de 1.500 kg.ha' (ALVES et al.,
2013; RIBEIRO et al., 2019; RIBEIRO et al., 2018). Ha também um efeito supressivo na

reproducédo de alguns nematoides fitopatogénicos que sdo considerados um grande problema nas
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lavouras no Brasil (INOMOTO et al., 2007; CUNHA et al., 2015). Por essas razdes, no Cerrado
Brasileiro, onde hd menos agua no calendario agricola, o milho consorciado com espécies
forrageiras foi adotado nos Gltimos anos e se tornou um fator determinante para o sucesso do
cultivo de soja, principalmente em solos arenosos onde a retencdo de 4gua é menor.

Uma das pragas mais importantes deste sistema é a lagarta-do-cartucho-do-milho,
Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae). Ela é uma praga migratoria e
endémica no hemisfério ocidental. A lagarta-do-cartucho é considerada a praga mais importante
na familia Noctuidae no continente americano (NAGOSHI et al., 2012). Recentemente se tornou
uma espécie invasora em algumas areas da Africa, india e Asia. Mais recentemente, também
invadiu a China, Tailandia, Sri Lanka, Bangladesh, Myanmar, Vietnd e Laos, e hd uma grande
probabilidade de que em breve infestara campos no Japédo e Coreia do Sul e Norte (JACOBS et
al., 2018; GOERGEN et al., 2016; COCK et al., 2017; SHARANABASAPPA et al., 2018; MA,
etal., 2019; SONG et al., 2020).

A lagarta-do-cartucho é polifaga e pode se alimentar de 353 espécies de plantas em 76
familias (MONTEZANO et al., 2018). Os danos mais graves podem ser observados em milho e
sorgo (seus principais hospedeiros), bem como em outras culturas com grande importancia social
e econébmica, como algodao e, mais recentemente, soja (BERNARDI et al, 2014; MALAQUIAS
etal., 2017).

Levando-se em conta que a praga também se alimenta de U. ruziziensis e outras espécies
forrageiras que sdo consorciadas com o milho (BOREGAS et al., 2013), hipotetiza-se que essa
modalidade de cultivo favoreca o crescimento populacional desta praga, e contribua para a
producdo de individuos suscetiveis a toxina Bt (Bacillus thuringiensis Berliner) que é expressa
por plantas geneticamente modificadas.

Spodoptera frugiperda pode facilmente se dispersar entre as plantas durante todas as
fases do desenvolvimento larval, seja pelo vento na seda (balonismo) durante os primeiros
instares, ou por caminhamento durante toda a fase juvenil (PANUTTI et al., 2016;
MALAQUIAS et al., 2021; MALAQUIAS et al., 2020). O movimento entre as plantas € um
fendmeno que ocorre naturalmente na espécie, que se move entre plantas de milho a distancias
superiores a 1 m em qualquer direcdo de sua origem (PANNUTI et al., 2016). Ocorre a partir da
eclosdo das lagartas, por caminhamento ou por balonismo, onde o principal objetivo da dispersao

é evitar o canibalismo, enquanto em instares mais avancados, o objetivo do movimento é buscar
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uma maior oferta de alimentos e protecdo (ZALUCKI et al., 2002). Tal fato poderia favorecer o
movimento de larvas de plantas forrageiras para plantas de milho, causando maior prejuizo
econémico da cultura do que o esperado, especialmente se a forrageira proporcionar um aumento
populacional de pragas na area. Esse fato também pode afetar a evolugdo da resisténcia ao milho
Bt, por exemplo. Por outro lado, se a producdo de mariposas nas plantas forrageiras tivesse sido
restrita a essas plantas, haveria producdo in situ de insetos de S. frugiperda sem pressao de
selecdo por toxinas Bt, dando, portanto, o efeito oposto: aumento da populacdo de insetos
suscetiveis para acasalarem, com possiveis homozigotos resistentes.

O movimento larval da lagarta-do-cartucho entre plantas tem se mostrado um fator que
pode interferir na evolucdo da resisténcia, pois as larvas podem se mover a grandes distancias
depois de se alimentarem de plantas Bt para encontrar plantas sem toxinas (MALAQUIAS et al.,
2020; RAMALHO et al., 2014). Dessa forma, a exposicdo a toxinas por um curto periodo
permite a sobrevivéncia desses insetos, favorecendo a evolucdo da resisténcia por permitir que
insetos heterozigotos transmitam os genes de resisténcia para novas geracdes (SOUSA et al.,
2016). Apesar disso, em eventos que apresentam expressdao em alta dose das proteinas a
mortalidade de neonatas pode ocorrer com 0 minimo de consumo foliar. O risco é maior caso
lagartas de instares mais avancados se movimentem da braquiaria para plantas de milho Bt.

No Brasil e em outros paises do continente americano, ja foi documentada a existéncia de
populacBes de S. frugiperda resistentes as toxinas Bt, como CrylAb (OMOTO et al., 2016),
CrylF (FARIAS et al., 2014; MURUA et al., 2019) e Cry2Ab2 (NIU et al., 2016; MURARO et
al., 2019). No presente momento, a proteina Vip3Aa20 continua sendo eficaz no controle dessa
praga em condicBes de campo (BARCELOS et al.,, 2018; SCOTON et al., 2020), mas sua
eficacia precisa ser conservada com urgéncia através de boas praticas de manejo. Assim,
estratégias de manejo da resisténcia para garantir maior longevidade de tecnologias atuais e
futuras eficazes no controle da praga sdo extremamente importantes. Além disso, entender como
o sistema consorciado pode influenciar esse processo demanda entendimento pleno.

Mesmo o refugio estruturado tratado ser uma boa medida para reduzir a evolucdo da
resisténcia, menos de 20% da area cultivada nas estacbes de Verdo e Outono/Inverno
compreende area de refugio de milho Bt (RESENDE et al., 2014). Como resultado dessa baixa
conformidade dos produtores brasileiros, diferentes estratégias sdo necessarias para retardar a

evolucdo da resisténcia. Assim, uma melhor compreensdo da fungdo, em termos de infestacéo e
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potencial dano econdmico do sistema consorciado envolvendo milho e U. ruziziensis no manejo
da resisténcia € muito importante, principalmente porque tem sido mais utilizada pelos
agricultores no Brasil nos ultimos anos.

No presente estudo foram testadas algumas hipdteses sobre como o cultivo de milho
consorciado com U. ruziziensis afeta a dindmica populacional da S. frugiperda. A primeira
hipdtese € que o sistema de consércio ndo aumenta a infestacdo da praga ou o nivel de dano em
milho Bt ou ndo-Bt. Outra hipdtese é que a U. ruziziensis pode ser um hospedeiro de S.
frugiperda em cultivos de milho Bt em cultivo consorciado. Portanto, pode atuar como um
refagio alternativo, pois a U ruziziensis pode promover a producdo de insetos suscetiveis as
toxinas Bt. Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a ocorréncia natural a campo de S.
frugiperda em hibridos de milho Bt e ndo-Bt consorciados com U. ruziziensis e verificar se esse
sistema de cultivo pode favorecer o aumento populacional a e os danos causados pela S.

frugiperda.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Experimentos de campo

Trés experimentos foram realizados na Fazenda Experimental de Ciéncias
Agrarias (FAECA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em Dourados (MS,
Brasil), durante a safra de Verdo 2017/2018, safra de Outono/Inverno de 2018 e safra de Veréo
2018/2019.

O desenho experimental utilizado, nos trés estudos, foi em blocos casualizados com cinco
repeticdes. Cada parcela consistiu em uma area de 10 m x 10 m com 11 linhas de milho e 22 de
U. ruziziensis. Como mostrado na Tabela 1, foram utilizados dois hibridos isogénicos de milho
(Bt e ndo-Bt). O milho foi cultivado sozinho (solteiro) ou em consorcio com U. ruziziensis. Além
disso, a U. ruziziensis também foi semeada solteira. A expressdo da proteina Bt foi confirmada
usando o teste rapido QuickStix Kit for Vip3A Corn Leaf & Seed (Envirologix™).

O milho foi semeado com o objetivo de atingir o estande populacional de 6 plantas por
metro linear, com espacamento entrelinhas de 0,9 m. A U. ruziziensis também foi semeada
mecanicamente com espagamento de 0,45 m entrelinhas quando em cultivo solteiro e

consorciado (Figura 1). A semeadura das duas espécies foi realizada no mesmo dia. Para

23



controlar plantas daninhas, os herbicidas quimicos atrazina (400 g i. a. ha) e mesotriona (48 g i.
a. hat) foram utilizados ap6s o surgimento das plantas daninhas e apds o inicio do perfilhamento
da U. ruziziensis. Capinas manuais também foram realizadas quando necesséario. N&do foram
utilizados inseticidas ou fungicidas durante os ensaios para evitar alguma interferéncia nas

populacdes de insetos ocorrentes.

Figura 1. Representacdo esquematica das parcelas experimentais; A) milho em cultivo solteiro
semeado com espacamento de 0,9m (tratamento 1- Milho Bt, e tratamento 3 — milho nédo-Bt), B)
Milho consorciado com Urochloa ruziziensis semeado com 0,9m entre linhas de milho e 0,45m
entre linhas de U. ruziziensis (tratamento 2 — milho Bt, tratamento 4 — milho n&o-Bt, tratamento
6 — U. ruziziensis, e tratamento 7 — U. ruziziensis); C) U. ruziziensis solteira semeada com

espacamento de 0,45m entre linhas (tratamento 5).

Nos trés estudos, a infestacdo natural da S. frugiperda foi monitorada utilizando-se uma
série de parametros, avaliados da seguinte forma: - nimero de insetos por planta, avaliados em 4
plantas de milho por parcela (avaliagdo destrutiva); - nimero de insetos por planta, avaliados em
6 plantas de U. ruziziensis por parcela (avaliacdo destrutiva); o nivel de dano S. frugiperda nas
quatro plantas de milho seguindo a escala de notas de Davis et al. (1992); e o nivel de dano em
U. ruziziensis usando a escala numeérica de Jacques et al. (2018).

As avaliacGes comecaram apods a primeira deteccdo de lagartas de S. frugiperda e foram

feitas semanalmente no periodo da manha até que as plantas de milho alcangassem a maturidade
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fisiolégica (R6 de acordo com a escala fenoldgica de Ritchie et al. (1993)). Na safra de Verdo de
2017/18, foram realizadas 14 avaliagdes e na safra de Outono/Inverno de 2018, foram realizadas
16 avaliacOes. Na segunda safra de Verdo (2018/19), foram realizadas 13 avaliagbes semanais, e
finalizadas ao realizar a colheita do milho. O nivel de dano nas plantas de milho foi avaliado até
0 estagio de pré-pendoamento (estddio VN), entretanto, para a U. ruziziensis, as avaliacdes

continuaram até a colheita do milho.

Tabela 1. Tratamentos dos experimentos de campo.

Tratamento Descricao
T1 Milho Bt solteiro (Status VIP3 TG TL - Syngenta®)
T2 Milho Bt (Status VIP3 TG TL - Syngenta®) consorciado com U. ruziziensis
T3 Milho ndo-Bt solteiro (Status TG - Syngenta®)
Ta Milho ndo-Bt (Status TG - Syngenta®) consorciado com U. ruziziensis
Ts U. ruziziensis solteira
Ts U. ruziziensis consorciada com milho Bt (StatusVIP3 TG TL - Syngenta®)
T7 U. ruziziensis consorciada com milho ndo-Bt (Status TG - Syngenta®)

2.2 Andlise estatistica

Os dados foram analisados com modelos aditivos generalizados e o melhor modelo para
as safras 1 e 2 foi 0 binomial negativo, enquanto para a 3% safra estudada, o0 modelo Poisson foi o
gue mais se ajustou. A qualidade de ajuste do modelo foi confirmada com um gréafico meio
normal. As médias foram comparadas utilizando-se contrastes de modelo, com a funcédo glht do
pacote multicomp (HOTHORN et al., 2008). As andlises foram realizadas com o software R® (R
CORE TEAM, 2019). Dada a ndo normalidade dos dados de nivel de danos da S. frugiperda nos
tratamentos, utilizou-se um modelo de regressdo nao paramétrica do tipo polinomial local,
utilizando-se o método loess, utilizando-se a fungdo paramétrica = falsa no programa R (R
CORE TEAM, 2019).

2.3 ldentificacédo de biotipo de Spodoptera frugiperda
Para identificar os biétipos de milho e arroz de S. frugiperda que ocorreram nos trés

estudos, as lagartas foram coletadas aleatoriamente e independente da quantificagcéo de insetos e
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avaliacdes de niveis de dano para cada tratamento. As coletas foram realizadas semanalmente
tanto em plantas de milho (Bt e ndo-Bt) quanto em U. ruziziensis. No primeiro, segundo e
terceiro estudos, foram coletadas 101, 98 e 65 individuos de S. frugiperda, respectivamente, das
plantas de milho e U. ruziziensis. Estes insetos foram armazenados em tubos plésticos (do tipo
"Falcon”, com tampa) contendo alcool etilico 99%, depois mantidos em um congelador (-20 °C)
até a analise.

A identificaco molecular foi realizada no Laboratério de Ecologia Molecular do
Departamento de Entomologia e Acarologia da Escola de Agricultura Luiz de Queiroz (Esalq) da
Universidade de Séo Paulo, em Piracicaba (SP).

O DNA larval foi extraido utilizando o protocolo (CLARK et al., 2001) baseado em
CTAB de 2%, com modificagbes. As cabecas das larvas foram utilizadas nas anélises, embora
todo o corpo fosse usado no caso de neonatas e lagartas muito pequenas.

O DNA extraido foi submetido a amplificacdo de uma regido de 581 pares de bases do
gene mitocondrial cytocromo oxidase | (COIl). Foi utilizada a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR), com o par de primer COI-891F (5-TACACGAGCATATTTTACATC-3') e COI-1472R
(5'-GCTGGTGGTAAATTTTGATATC-3'). A escolha dos primers foi baseada em trabalhos que
identificaram o padrdo de migracdo de ambos os biotipos na América do Norte (NAGOSHI et
al., 2015). Os primers amplificaram uma regido com um local polimorfico para a enzima EcoRV
no bidtipo arroz.

A reagdo do PCR foi realizada em um volume de 25 pL, contendo 2,5 uL de solugédo
tampéo livre de 10x Mg, 2,5 pL de 25 mM MgCl2, 2,0 pL de 2,5 mM DNTP, 0,3 pL de
polimerase de DNA Taq, 2,0 pL de cada primer a 5 pmol, 10,7 uL de 4gua ultrapura e 3 pL de
DNA extraido. Todos os reagentes utilizados foram da Sinapse® (Sinapse Biotecnologia, Sdo
Paulo, SP). A reacdo foi realizada em um termociclador Veriti 96-well (Biossistemas Aplicados)
da seguinte forma: 95 °C por 5 minutos; 35 ciclos de 95 °C durante 1 minuto, 53 °C durante 30
segundos e 72 °C por 90 segundos; e uma etapa final de extensdo de 72 °C por 7 minutos. A
qualidade dos produtos PCR obtidos foi verificada por eletroforese em um gel de agarose.

Para o corte enzimatico dos produtos PCR, utilizou-se a enzima de restricdo
recombinante da Escherichia coli, EcoORV (20000 unidades/ml, New England Biolabs). O
volume de reacao foi de 7,5 pL e consistiu em 4,0 pL. do DNA amplificado, 0,75 pL do tampao

26



de enzima de 10x 0,3 puL da enzima e 2,45 pulL de agua ultrapura. A reacdo foi realizada em
banho-maria com programa de 37 °C durante 60 minutos e 80 °C durante 15 minutos.

Para individuos do biétipo arroz, a enzima EcoRV corta esta sequéncia de DNA
amplificada, gerando 2 fragmentos de aproximadamente 290 pares de base cada. Em individuos
do biotipo milho, o fragmento amplificado ndo é cortado pela enzima, possibilitando distinguir
0s biotipos através da eletroforese de gel agarose, que mostra bandas em diferentes posicdes para

cada bidtipo.

3. RESULTADOS
3.1 Safra de Verdo de 2017/2018

Na primeira safra avaliada (Verdo de 2017/18), a deteccdo de lagartas de S. frugiperda
ocorreu quando as plantas de milho (Bt e ndo-Bt) atingiram o estagio fenoldgico V5 (Anexo 1).
Houve uma interacdo significativa entre o sistema de cultivo versus o estadio fenolégico das
plantas de milho para infestacdo da S. frugiperda (analise de deviance com modelo Poisson; x? 39
= 28,92; P < 0,0001) na primeira safra. Isto significa que as infestacdes de S. frugiperda nas
plantas estudadas variam de acordo com o sistema de cultivo e estadios das plantas (Tabela 2).

U. ruziziensis consorciada com milho Bt apresentou 0 maior nimero de insetos por planta
no periodo que compreendeu o estadio vegetativo do milho. No entanto, ndo foi encontrada
diferenca estatistica entre a infestacdo observada neste tratamento e a U. ruziziensis quando
consorciada com milho Bt, consércio com milho ndo-Bt e U. ruziziensis em cultivo solteiro (P >
0,05) (Tabela 2).

Na fase reprodutiva (estagio R), as maiores infestagdes foram encontradas na U.
ruziziensis em cultivo solteiro e em cultivo consorciado com milho ndo-Bt. N&o houve diferenca
estatistica (P > 0,05) em relacdo a infestacdo de S. frugiperda entre U. ruziziensis consorciada
com milho ndo-Bt e consorciada com milho Bt. Em relagdo a comparacgdo entre os estadios de
desenvolvimento em cada sistema de cultivo, verificou-se que a infestacdo da S. frugiperda no
estagio vegetativo foi maior no milho ndo-Bt solteiro, no milho Bt em consércio e na U.
ruziziensis consorciada com milho Bt. Ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s
estadios para os demais tratamentos (Tabela 2).

Considerando todo o ciclo de cultivo, o milho Bt em cultivo solteiro apresentou

infestacdo por S. frugiperda apenas na fase vegetativa (Tabela 2). Quando em consorcio, as
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lagartas foram encontradas até o inicio do estddio R1, com o aparecimento dos estilo-estigmas
(Anexo 1).

3.2 Safra de Outono/Inverno de 2018

Na safra de Outono/Inverno, a infestacdo de S. frugiperda também variou de acordo com
0 sistema de cultivo e os estadios de desenvolvimento, pois foi encontrada uma significativa
interacdo envolvendo o sistema de cultivo e o estadio fenoldgico das plantas para a infestacéo de
S. frugiperda (anélise de deviance com modelo binomial negativo; Fe3 = 7,93; P < 0,0001)
(Tabela 2).

Nesta safra, os tratamentos com maior infestacdo (P < 0,05) foram milho ndo-Bt solteiro
e milho ndo-Bt consorciado, nos estadios vegetativo e reprodutivo. A infestacdo na fase
vegetativa em U. ruziziensis em consércio com milho Bt ndo diferiu (P > 0,05) em relagdo ao
milho ndo-Bt consorciado. A infestacdo foi maior (P < 0,05) no estadio vegetativo do que o
estadio reprodutivo na U. ruziziensis solteira, U. ruziziensis consorciada com milho néo-Bt, e U.
ruziziensis consorciada com milho Bt (Tabela 2).

Nas parcelas de milho Bt, independente do sistema de cultivo (solteiro ou consorciado), a
infestacdo larval ocorreu apenas no estadio vegetativo do milho, entre V5 e VT para o cultivo
solteiro e entre V4 e VT em sistema consorciado (ANEXO). Comparando os hibridos de milho
nos dois tipos de cultivo, diferencas significativas ocorreram até 77 dias ap6s a emergéncia
(DAE) das plantas de milho (estagio R1) (Anexo 1).

Ao comparar as plantas de U. ruziziensis nos trés tipos de cultivo (solteiro, consorciada
com milho Bt, e consorciada com milho ndo-Bt), observou-se diferenca entre os valores médios
apenas em 41 DAE (Anexo 1). Aqui, o nimero de lagartas por planta foi significativamente
maior em plantas consorciadas com milho Bt (0,3 larvas por planta) do que plantas em cultivo

solteiro (0,033 larvas por planta) (Anexo 1).

3.3 Segunda Safra de Veréo (2018/2019)

Na segunda safra de Verdo (2018/2019) houve interacdo significativa envolvendo os
fatores sistema de cultivo versus estagio de infestacdo de S. frugiperda (analise de deviance com
modelo binomial negativo; Fe 39 = 2,89; P = 0,0080). O milho n&o-Bt solteiro apresentou a maior

infestacdo de S. frugiperda nos estagios vegetativo e reprodutivo (P < 0,05) (Tabela 2).
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Na fase vegetativa, a infestacdo da S. frugiperda no milho Bt consorciado ndo foi
diferente da encontrada em U. ruziziensis consorciada com milho Bt ou com milho ndo-Bt. Na
fase reprodutiva do milho, a infestacdo da S. frugiperda ndo foi diferente no milho Bt em
consorcio em comparagdo com U. ruziziensis em consércio com milho Bt, U. ruziziensis solteira,
e de milho Bt solteiro (Tabela 2).

Milho Bt em ambos os sistemas (consorciado ou ndo) apresentou infestacdo larval apenas
em sua fase vegetativa (Anexo 1), sem insetos encontrados durante o desenvolvimento de
espigas e grdos. Também ndo houve diferengas significativas na populagdo durante o ciclo de
cultivo. Os valores maximos obtidos foram de 0,150 larvas por planta em cultivo solteiro e 0,400
larvas por planta em consércio, ambas a 26 DAE (Anexo 1). Em relacdo a U. ruziziensis na
segunda temporada de Verdo, aos 26 DAE, foi a que apresentou a maior média (0,367 larvas por
planta) (Anexo 1).

3.4 Nivel de dano de Spodoptera frugiperda

Com relacdo ao nivel de dano de S. frugiperda, em todos os sistemas de cultivo com
milho Bt ndo atingiram nota 2 na escala de Davis et al. (1992) (Figuras 2, 3 e 4). No milho néo-
Bt, o nivel de dano foi maior no plantio solteiro do que no sistema consorciado quando na fase
V5 durante a safra de Verdo 2017/2018 (Figura 2), e na fase V5 na safra de Verdo 2017/2018 e
na safra de Outono/Inverno de 2018 (Figuras 2 e 3).

A espécie U. ruziziensis consorciada com milho ndo-Bt apresentou o maior dano foliar
em R2 na safra de Verdo 2017/2018 (Figura 2) e o menor em VT na safra de Outono/Inverno de
2018 (Figura 3). U. ruziziensis consorciada com milho Bt teve o maior nivel de dano no periodo
em que o milho estava na fase V5 durante a safra de Outono/Inverno (Figura 3). Na fase R2,
durante a safra 2018 Outono/Inverno (Figura 3), e nas fases R4 e R5, na safra de Verédo
2017/2018 (Figura 2), a U. ruziziensis apresentou maior nivel de dano quando comparada com

outros sistemas de cultivos.
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Figura 2. Comparacdo dos niveis de dano de Spodoptera frugiperda em milho Bt, milho nao-Bt
e Urochloa ruziziensis em cultivo solteiro com seus respectivos tratamentos consorciados na
safra de Verdo 2017/2018. Barras com asterisco indicam que ha diferenga significativa entre 0s
tratamentos no mesmo estadio por ndo sobrepor intervalo de confianga de 95% (1C95%)
estimado por modelo de regressdo ndo paramétrica (IC 95%). A cor do asterisco indica que a
média do tratamento é maior ou menor em relacdo a outros tratamentos. A expressdo "ns"

significa que ndo ha diferenca entre os tratamentos.
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Figura 3. Comparacdo dos niveis de dano de Spodoptera frugiperda no milho Bt , milho nao-Bt
e Urochloa ruziziensis com seus respectivos tratamentos consorciado na safra de Outono-Inverno
de 2018. Barras com asterisco indicam que h& diferenga significativa entre os tratamentos no
mesmo estadio por ndo sobrepor intervalo de confianca de 95% (1C95%) estimado por modelo
de regressao ndo paramétrica (IC 95%). A cor do asterisco indica que a média do tratamento é
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entre os tratamentos.
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Figura 4. Comparacdo dos niveis de dano de Spodoptera frugiperda em tratamentos de milho Bt ,
milho ndo-Bt e Urochloa ruziziensis com seus respectivos tratamentos consorciados na safra de
Verdo de 2018/2019. Barras com asterisco indicam que ha diferenca significativa entre os
tratamentos no mesmo estadio por ndo sobrepor intervalo de confianca de 95% (1C95%) estimado
por modelo de regressdo ndo paramétrica (IC 95%). A cor do asterisco indica que a média do
tratamento € maior ou menor em relacdo a outros tratamentos. A expressdo "ns" significa que

ndo h& diferenca entre os tratamentos.



Tabela 2. Nimero médio (+EP) de lagartas de Spodoptera frugiperda por planta de milho (Bt e ndo-Bt) e Urochloa ruziziensis em cultivo solteiro e consorciado nas

safras 2017/2018, 2018 e 2018/19. Dourados-MS, Brasil. 2020.
Safra 1 (Verdo 2017/2018)

- , . . . . L . ~ L . U. ruziziensis
Estadio Fe_nologlco do milho n_ao-Bt mllhq Bt u. ruziziensis Milho na}o-Bt u. ruziziensis coszoruado COM  \1ilho Bt consorciado  consorciado com milho
Milho solteiro solteiro solteira consorciado milho nédo-Bt Bt
\Y/ 0,18 + 0,09 Ab 0,03 + 0,04 C 0,27 += 0,10 Aab 0,25 + 0,11 Aab 0,28 + 0,11 Aab 0,06 * 005 Ac 042 * 012 Aa
R 0,07 + 0,06 Bc 0,00 £+ 0,00 * 0,27 + 0,09 Aa 0,16 + 0,08 Aa 0,19 + 0,07 Aab 001 + 001 Bd 008 * 0,05 Bc
Safra 2 (Outono/Inverno 2018)
Estadio Fenologico do  milho ndo-Bt milho Bt U. ruziziensis Milho néo-Bt U. ruziziensis consorciado com . . U._ruziziensis .
. . . ' . - ’ : ~ Milho Bt consorciado  consorciado com milho
Milho solteiro solteiro solteira consorciado milho nédo-Bt Bt
\ 045 + 0,17 Aa 0,09 + 0,06 d 0,16 = 0,07 Acd 030 + 0,12 Aab 0,17 + 0,06 Acd 008 * 0,07 d 022 + 0,07 Abc
R 0,26 + 0,10 Aa 0,00 £+ 0,00 * 0,02 + 0,02 Bb 0,18 + 0,08 Aa 0,04 + 0,03 Bb 000 + 000 * 0,01 + 0,01 Bb
Safra 3 (Verao 2018/2019)
Estadio Fenologico  milho néo-Bt milho Bt U. ruziziensis Milho néo-Bt U. ruziziensis consorciado com Milho Bt U. ruziziensis consorciado
do Milho solteiro solteiro solteira consorciado milho nédo-Bt consorciado com milho Bt
\Y 1,19 + 0,26 Aa 0,09 + 0,06 Ad 0,14 + 0,05 Acd 058 + 0,14 Ab 0,17 + 0,07 Acd 025 + 0,10 Ac 021 + 021 Ac
R 0,34 + 0,11 Ba 0,01 + 0,01 Bd 0,01 + 0,01 Bd 0,13 + 0,05 Bb 0,05 + 0,04 Bc 001 + 0,01 Bd 0,02 + 0,02 Bced

IMédias seguidas da mesma letra mindscula (na mesma linha) e letra maitscula (na mesma coluna) néo diferem estatisticamente entre si por contrastes gerados pelo modelo. *N&o considerado nos contrastes por
falta de variabilidade; EP: Erro padrdo; V= estagio vegetativo do milho . R= estagio reprodutivo do milho .



3.5 Identificacdo molecular dos bidtipos de Spodoptera frugiperda

Lagartas de S. frugiperda coletadas nas trés safras estudadas foram analisadas
molecularmente, e os dois bidtipos (milho e arroz) foram encontradas se alimentando tanto de
milho como de U. ruziziensis (Figura 5), grande predominéncia do biétipo milho.

Na safra de Verdo 2017/2018, 100% das larvas coletadas de plantas de milho (14 insetos)
e 73,3% das larvas coletadas das plantas de U. ruziziensis (11 insetos) foram identificadas como
sendo do bidtipo milho. Apenas 4 larvas (26,7%) coletados de plantas de U. ruziziensis foram
identificados como sendo do bidtipo de arroz. Na safra de Outono/Inverno 2018, 100% das
larvas coletadas das plantas de milho e U. ruziziensis foram identificadas como do bi6tipo milho.
Das 37 lagartas analisadas coletadas de plantas de milho na safra de Verdo 2018/2019, 36
(97,3%) foram identificados como sendo do bio6tipo de milho e apenas uma (2,7%) como sendo
do bidtipo arroz. Da mesma forma, a maioria das lagartas coletadas das plantas de U. ruziziensis
foram identificadas como sendo do bidtipo milho (21 de 22 analisadas) e apenas uma era do

biotipo arroz.
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Figura 5. Identificacdo molecular dos bi6tipos milho e arroz das lagartas de Spodoptera
frugiperda coletadas nas plantas de milho e Urochloa ruziziensis nas safras de Verdo de 2017/2018,
Outono-Inverno de 2018 e Verdo de 2018/2019.



4. DISCUSSAO

A ocorréncia de S. frugiperda esta inteiramente ligada a disponibilidade de alimentos e
ndo necessariamente a época do ano ou latitude/longitude da regido onde a praga ocorre. No
entanto, a intensidade de sua ocorréncia é diretamente influenciada por fatores ambientais, como
temperatura, chuva (PIOVESAN et al., 2018; PIOVESAN et al., 2019) e cultivo. Embora esses
primeiros dois fatores ambientais ndo tenham sido considerados em nosso estudo, a maior
populacdo foi observada nas safras de Verdo (2018/2019 e 2017/2018), quando ocorrem as
maiores temperaturas e chuvas no Brasil. No entanto, ndo é a estacdo de cultivo preferida para
esta safra na regido do Cerrado Brasileiro, pois a soja € cultivada principalmente neste momento.

Em altas temperaturas, S. frugiperda completa seu ciclo mais rapido, em menos de 30
dias, possibilitando ter vérias geragdes durante um ciclo de cultivo de milho, aumentando assim
0 ataque durante os meses mais quentes do ano (CRUZ e MONTEIRO, 2004; ARAUJO et al.,
2011). Esse fato pode explicar a menor incidéncia da ocorréncia da praga na safra de
Outono/Inverno de 2018, embora a praga continue sendo problematica nessa época.

A significativa preferéncia da S. frugiperda por plantas de milho em seus estadios iniciais
(vistas em todas as trés safras estudadas) confirma uma hipétese anterior (RAMALHO et al.,
2014; SOUSA et al., 2016) de que as larvas se deslocam para plantas sem toxinas apos se
alimentarem de plantas Bt por um curto periodo de tempo. Esta afirmacéo sugere a possibilidade
de sobrevivéncia desses insetos nas plantas de U. ruziziensis, o que poderia favorecer a evolugéo
da resisténcia devido a ingestdo de uma dose subletal de toxina caso ndo ocorra expressao em
altas doses de proteina.

Urochloa ruziziensis permitiu que as larvas sobrevivessem durante todo o ciclo de cultivo
de milho nas trés safras estudadas, mas com uma diminui¢do da populacdo larval durante o
Outono/Inverno, no periodo correspondente a fase reprodutiva do milho. Essas informac6es
mostram que U. ruziziensis ndo causa uma incompatibilidade temporal de reproducdo entre as
populacdes de S. frugiperda, provenientes do milho e da forrageira.

A identificagdo do biotipo dos insetos & particularmente importante para um manejo
eficiente. Diferencas genéticas que geram diferencas fisioldgicas entre bidtipos podem
influenciar a frequéncia de resisténcia aos inseticidas quimicos (RIOS-DIEZ et al., 2011; ARIAS
et al., 2019) e a plantas que expressam proteinas Bt (INGBER et al., 2018; LOTO et al., 2019).

Além disso, o bidtipo arroz é mais suscetivel a ambos os metodos de controle do que o biotipo de



milho. Apesar de polifaga, a diferenciacdo genética da espécie é caracterizada de acordo com o
hospedeiro, embora existam relatos de que o biétipo milho tem uma distribuicdo mais ampla em
relacio as espécies cultivadas do que o bi6tipo de arroz (JUAREZ et al., 2012). Assim, embora
ambos o0s biotipos tenham a capacidade de migrar por longas distancias, até mesmo
intercontinentais, a grande maioria das populacdes de S. frugiperda nas regibes agricolas do
Brasil s&o do bidtipo milho (SILVA-BRANDAO et al., 2018).

A adocéo do sistema de consorcio envolvendo milho e U. ruziziensis tem crescido. Caso as
lagartas encontradas neste estudo nas plantas de U. ruziziensis fossem principalmente associadas
ao biotipo arroz, tal fato poderia fazer a recomendacdo de uso de forragem consorciada com
milho como reflgio alternativo inviavel, ja que este bidtipo esta intimamente ligado ao cultivo de
arroz e outras gramineas (PASHLEY, 1986) e as do biétipo milho encontradas nas plantas de
milho. Isso seria confirmado principalmente pelas diferencas nos habitos de reproducdo, como a
incompatibilidade temporal, uma vez que a cépula das mariposas do biétipo de milho ocorre
preferencialmente nos dois primeiros tercos da escotofase e do bidtipo de arroz
preferencialmente no Gltimo terco (PASHLEY et al., 1992; SCHOFL et al., 2009). Além disso,
hé diferencas na composic¢do quimica dos feromonios sexuais (GROOT et al., 2008), que séo
muito importantes no momento de escolha do parceiro para acasalamento. Assim, qualquer
inseto resistente que pudesse sobreviver nas culturas de Bt apresentaria incompatibilidade
reprodutiva com os insetos suscetiveis produzidos na U. ruziziensis.

O inicio da infestacdo geralmente ocorre através da migracdo de adultos de outras areas
apos a deteccdo do hospedeiro (NAGOSHI et al., 2012; JOHNSON, 1987). A preferéncia por
oviposicdo por fémeas adultas da S. frugiperda ja se mostrou aleatéria quando ha multiplas
espécies hospedeiras na mesma area (GONCALVES et al., 2020; BARROS et al., 2010). No
entanto, geralmente escolhe plantas com menor lesdo de folhas, pois havera maior oferta de
alimentos para a prole (TELLEZ-RODRIGUEZ et al., 2014). Essa caracteristica pode explicar a
preferéncia pelas plantas de milho observadas no inicio da infestacdo neste trabalho. O rapido
desenvolvimento inicial de milho contra U. ruziziensis (MAKINO et al., 2019) disponibilizou
uma maior oferta de area foliar, sendo mais atraente para fémeas adultas ovipositarem. Apesar
disso, como em outros estudos, ndo foram encontradas muitas posturas nas plantas estudadas e,
quando encontradas, eram frequentemente restritas entre os estagios vegetativos V2 e V4 das
plantas de milho (MURUA et al., 2009).



As lagartas de S. frugiperda tém preferéncia alimentar pelas folhas do cartucho das
plantas de milho. Apesar disso, pode atacar a planta em todas as fases de desenvolvimento e
atacar as outras estruturas, como o pendao, o estilo-estigma e a espiga (ANDREWS, 1980). Essa
preferéncia foi observada neste trabalho em que, tanto nas plantas de milho Bt quanto né&o-Bt, a
ocorréncia desse inseto foi principalmente no estagio vegetativo da cultura, e sua populacdo
diminuiu & medida que o estagio reprodutivo progredia e o cartucho deixou de existir. Apesar
disso, as lagartas ainda foram encontradas nas espigas de milho, mas com uma infestacdo muito
menor e menos significativa quando comparada com o dano causado no estagio vegetativo.

O movimento larval pode favorecer a evolugdo da resisténcia através da exposicdo em
casos de eventos com baixa expressdo de toxinas Bt (SOUSA et al, 2016;SORGATTO et al.,
2015) de duas maneiras diferentes: atraves da alimentacdo inicial em plantas de milho Bt,
seguido de dispersdo para U. ruziziensis, no qual é possivel completar seu ciclo (SA et al., 2009);
ou atraveés da dispersdo de larvas maiores, que inicialmente desenvolveram-se em hospedeiros
ndo-Bt, como U. ruziziensis, para as plantas de milho Bt, resultando em um menor tempo de
exposicao a toxinas em que ndo ingerem doses letais de toxina (MIRALDO et al., 2016; SENA
et al., 2009). No entanto, ndo foram observadas lesdes significativas nas plantas, expressando a
proteina Vip3Aa20 nas trés safras estudadas. Este fato prova sua eficiéncia no controle de insetos
ainda maiores que podem ter migrado de plantas de U. ruziziensis e possibilitando o consorcio
com esta planta forrageira como um refdgio alternativo. Embora ja existam populacGes de S.
frugiperda resistentes a tecnologia Bt (FARIAS et al., 2014; MURUA et al., 2019; STORER et
al., 2010; STORER et al., 2012; HORIKOSHI et al., 2016), milhos transgénicos que expressam a
proteina Vip3Aa20 em combina¢do com outras proteinas ainda demonstram sinergismo e alta
eficiéncia de controle (PAIVA et al., 2016; YANG et al., 2017; FIGUEIREDO et al., 2019).
Estes causam altos niveis de mortalidade em lagartas suscetiveis e heterozigotas, mesmo quando
inicialmente alimentados com milho ndo-Bt por um periodo de 10 dias (SORGATTO et al.,
2015), e tém alta eficacia no campo (SCOTON et al., 2020). Estudos que visam compreender o
movimento larval entre as plantas e as interacbes com outros niveis troficos (MALAQUIAS et
al., 2017; MALAQUIAS et al., 2020), como outras pragas (MALAQUIAS et al., 2020) e
fisiologia de plantas Bt (PACHU et al., 2021), sd0 necessarios para prever as consequéncias na
evolucédo da resisténcia. Isso deve permitir recomendacdes mais precisas para o consércio de U.

ruziziensis com milho Bt ou ndo-Bt.



5. CONCLUSOES

O milho consorciado com a U. ruziziensis demonstrou que a presenca da forrageira néo
favoreceu o aumento da populacdo da S. frugiperda e nem aumenta o nivel de dano no milho Bt
com o evento Vip3Aa20.

U. ruziziensis consorciada com milho Bt pode funcionar como um refugio alternativo
para a S. frugiperda, se a tecnologia utilizada seguir as recomendacdes das praticas de manejo de
resisténcia. Essas praticas incluem piramidacéo de toxinas, baixa frequéncia de alelo resisténcia,
expressdo em alta dose, refagio estruturado com milho ndo-Bt, monitoramento populacional e

riqueza e abundancia de inimigos naturais.
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CAPITULO 2
Movimento larval de Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) entre
plantas de milho e Urochloa ruziziensis

RESUMO

O movimento larval de Spodoptera frugiperda entre plantas pode influenciar na sobrevivéncia de
insetos em cultivos de milho Bt e contribuir para a evolugdo da resisténcia principalmente pela
ingestdo de doses subletais de toxinas. O consoércio de milho com Urochloa ruziziensis tem sido
adotado em toda a regido do Cerrado Brasileiro e o0 entendimento de como o0 movimento larval
de S. frugiperda ocorre nesse sistema € fundamental para a manutencdo de tecnologias Bt
eficientes. Assim, objetivou-se, com esse trabalho, verificar como é o padrdo de movimentacao
de neonatas de S. frugiperda entre plantas de milho e U. ruziziensis, e se 0 movimento larval
interfere na sobrevivéncia desses insetos. Foram realizados dois estudos em semi-campo em
Dourados-MS na safra de Verdo de 2018/2019 e Outono/Inverno de 2019. Lagartas recém-
eclodidas foram depositadas em plantas centrais de parcelas semadas com uma planta central de
milho Bt, milho ndo-Bt ou U. ruziziensis, com entorno de 48 plantas de milho ou U. ruziziensis.
Apbs 5 dias da infestacdo foram contabilizadas as lagartas recuperadas e a posicdo que se
encontravam, além do nivel de dano em todas plantas da parcela. Foi possivel observar que as
lagartas se movimentam entre plantas independente da espécie onde foram infestadas e que a
sobrevivéncia dos insetos provenientes de plantas Bt é muito menor que a de insetos

provenientes das plantas ndo-Bt.

Palavras-chave: Comportamento, Braquiaria, Brachiaria ruziziensis, Preferéncia; Dispersao;

Lagarta-do-cartucho.

ABSTRACT

The larval movement of Spodoptera frugiperda between plants can influence the survival of
insects in Bt corn crops and contribute to the evolution of resistance mainly through the ingestion
of sublethal doses of toxins. The corn intercropped with Urochloa ruziziensis has been adopted
throughout the Brazilian Cerrado region and the understanding of how the larval movement of S.

frugiperda occurs in this system is essential for the maintenance of efficient Bt technologies.
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Thus, the objective of this work was to verify how the movement pattern of neonates of S.
frugiperda is between corn plants and U. ruziziensis and if the larval movement interferes with
the survival of these insects. Two semi-field studies were carried out in Dourados-MS in the
summer crop season of 2018/2019 and the Fall / Winter crop season of 2019. Newly hatched
larvae were infested in central plants of the plots sewed with a central plant of Bt corn, non-Bt
corn, or U. ruziziensis surrounded by 48 corn or U. ruziziensis plants. After 5 days of the
infestation, the recovered larvae and their position were counted, in addition to the level of
damage in all plants in the plot. It was possible to observe that the larvae moved between plants
regardless of the species of the plant where they were infested and that the survival of insects
from Bt plants is much less than that of insects from non-Bt plants.

Keywords: Behavior; Ruzigrass; Brachiaria ruziziensis; Preference; Dispersion; Fall

Armyworm;

1. INTRODUCAO

O consorcio de milho com braquiéria é uma das alternativas tecnoldgicas que tem sido
utilizada para melhorar o sistema de cultivo agricola, principalmente nas regides do Cerrado
Brasileiro. O principal objetivo desse tipo de cultivo é incrementar o aporte de matéria organica
nos solos em cultivos de Plantio Direto, aumentando a capacidade de retencdo de agua nos solos,
suprimindo plantas daninhas de dificil manejo (como a Conyza sp., buva) (MECHI et al., 2018),
além de melhorar as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas desses solos, inclusive com
consequéncias positivas no balango de carbono. Inimeros sdo os beneficios que o Plantio Direto
traz para regiGes com menor disponibilidade hidrica e de temperaturas altas, como ocorrem no
Centro-Oeste do pais e regides agricolas da Bahia, Maranhdo, Piaui, Tocantins e Para. Nessas
regides, a palhada remanescente dos cultivos ndo € suficiente para manter a qualidade dos solos
em sistema de Plantio Direto. Assim, com o cultivo consorciado, foi possivel aumentar a
quantidade de matéria organica nesses solos, aumentando, por exemplo, a produtividade do
cultivo de soja em sucessdo (BALBINOT JUNIOR et al., 2017; RIBEIRO et al., 2018).

Existem algumas questdes que ainda necessitam ser investigadas, nesta modalidade de
cultivo, do ponto de vista fitossanitario. Sdo poucos os estudos relacionados ao manejo de pragas
e doengas no sistema de cultivo consorciado de milho e braquiaria, por exemplo. Tendo em vista

a ocorréncia de pragas, a lagarta-do-cartucho-do-milho Spodoptera frugiperda (Smith, 1797)
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(Lepidoptera: Noctuidae) € a principal praga desfolhadora associada a cultura e que tem também
como hospedeira em espécies forrageiras como a Urochloa ruziziensis (Brachiaria ruziziensis),
principal espécie forrageira utilizada no consércio com o milho no Brasil (MACHADO et al.,
2013).

Os principais métodos de controle de S. frugiperda hoje em dia tém sido a adogéo de
cultivares hibridas de milho que expressam toxinas de Bt e inseticidas quimicos. Apesar disso, ja
foi relatada a ocorréncia de resisténcia aos principais eventos de Bt disponiveis no mercado,
tendo ainda apenas eventos que expressam a proteina Vip3aA20 como eficientes no controle
dessa praga (SCOTON et al., 2020). Devido a isso, a manutencdo da eficiéncia da tecnologia no
campo ¢é fundamental para o cultivo da cultura no Brasil, pois os prejuizos causados pela S.
frugiperda sdo muito severos e podem diminuir muito a produtividade das lavouras.

A durabilidade das tecnologias de milho Bt depende do nimero de toxinas Bt
piramidadas, eficiéncia individual de cada toxina Bt a uma praga-alvo (CARROLL et al., 2012),
e da implementacdo de uma estratégia de manejo de resisténcia de insetos (MRI) projetada para
retardar a evolugdo da resisténcia da praga as toxinas Bt. As estratégias de manejo da resisténcia
a insetos para os produtos de milho Bt tém se apoiado, em grande parte, em uma abordagem de
alta dose/reflgio (Bates et al., 2005) e piramidacdo de proteinas. Esta abordagem pressupde que
a resisténcia as toxinas Bt é funcionalmente recessiva na populacdo de pragas, que cada toxina Bt
isolada ou em combinagéo (pirdamides) séo individualmente altamente eficientes contra a mesma
praga, € que uma fonte de individuos suscetiveis esta disponivel para acasalar com quaisquer
sobreviventes da cultura Bt (ALSTAD e ANDOW,1995; BOURGUET et al., 1996; GOULD,
1998).

O reftigio no saco (RIB®), ato de adicionar uma porcentagem de sementes ndo-Bt no saco
com sementes melhoradas geneticamente, que € utilizado em alguns Estados dos Estados Unidos
da América, fornece uma alternativa a tatica de reflgio estruturado que garante aos produtores
estar em conformidade com os requisitos de reflgio exigidos, e mitiga o risco representado pelos
produtores que ndo estdo em conformidade com os requisitos de reflgio estruturado,
certificando-se de que um reflgio ndo-Bt esta presente para retardar a evolucdo da resisténcia
(KENNEDY et al., 1987; GOULD, 1996). Nesse sentido, é possivel comparar o RIB® ao sistema
de plantio consorciado de milho Bt com U. ruziziensis devido & presenca da planta com

tecnologia Bt e sem tecnologia Bt na mesma area, mas em uma quantidade muito maior de
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plantas ndo-Bt (forrageira). A U. ruziziensis permite a sobrevivéncia de individuos de S.
frugiperda durante todo o ciclo de cultivo (JACQUES et al., 2021), o que possibilita utiliza-la
como um refugio alternativo, com maior aceitacdo por parte do produtor por ndo interferir
diretamente no manejo do milho, como ocorre em cultivos que adotam o reflgio estruturado, por
exemplo, onde a area semeada com o milho ndo-Bt é normalmente ao lado da com milho Bt
(méaximo de 800 m de distancia).

No entanto, a configuracdo de RIB® ndo é atualmente recomendada para os plantios de
milho no Brasil devido principalmente as caracteristicas da principal praga da cultura, a S.
frugiperda. A S. frugiperda apresenta alta movimentacdo entre plantas e tem duas formas de
dispersao principais, que é o balonismo e o caminhamento. Ambos 0s mecanismos ocorrem
principalmente nos primeiros instares larvais, onde a dispersdo em busca de alimento e abrigo,
aléem da fuga para evitar o canibalismo, sdo caracteristicas que garantem uma maior
probabilidade de sobrevivéncia desses individuos.

O movimento larval em um cultivo com uma mistura de sementes de Bt e sementes nédo-
Bt pode potencialmente aumentar a taxa em que a resisténcia evolui em compara¢do com um
refugio estruturado (MALLET e PORTER, 1992). De fato, as misturas de sementes tém sido
muitas vezes consideradas inferiores ao refugio estruturado e, por esta razdo (HALCOMB et al.,
1996), o RIB® foi desencorajado como uma estratégia de refligio no Brasil.

Essas preocupacgdes podem ser reduzidas com culturas de Bt piramidadas que contém
multiplas toxinas eficientes, tornando menos provavel que as lagartas possam se mover com
sucesso de plantas ndo-Bt para Bt dentro de uma mistura de sementes a campo.

Nesse sentido, é necessario compreender como 0 movimento larval entre plantas de milho
Bt e plantas de U. ruziziensis pode interferir na sobrevivéncia e evolugdo da resisténcia as
tecnologias de milho Bt quando consorciados. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar
como € o padrdo comportamental de movimentacdo de lagartas de S. frugiperda em cultivos de
milho Bt consorciados com U. ruziziensis e se a dispersdo entre plantas interfere na

sobrevivéncia dos insetos.

2. MATERIAL E METODOS
Para determinar o movimento larval de S. frugiperda entre plantas de milho e U.

ruziziensis foram realizados dois estudos em duas épocas no ano de 2019. Ambos o0s estudos
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foram realizados a campo no Laboratério de Entomologia Aplicada (LEA) da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD), sendo o primeiro instalado em abril de 2019 e o segundo
em outubro de 2019, correspondendo a safra de Outono-Inverno e safra de Verdo,
respectivamente.

Os estudos foram realizados no delineamento em blocos casualizados com 4 repeticdes.
As parcelas consistiram em um quadrado com 49 plantas com espacamento de 17 cm entre si,
distribuidas em 7 linhas e 7 colunas, conforme mostra a Figura 1. O espacamento entre plantas
foi baseado em uma distribuicio ideal entre plantas em uma populacéo de 65 mil plantas.ha™* de

milho e 5 plantas.m™ de U. ruziziensis.
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Figura 1. Unidade experimental para o estudo de movimento larval de Spodoptera frugiperda
entre plantas de milho e Urochloa ruziziensis, consistindo em 49 plantas espacadas entre si a 17

cm.

Foram semeadas duas sementes de milho por ponto da parcela onde continha milho como
tratamento (Tabela 1), com o objetivo de garantir pelo menos uma planta emergida por ponto.
Apds a emergéncia das plantulas foi feito o “raleio” e mantida apenas a planta mais vigorosa,
obtendo-se uma planta por ponto. Para a U. ruziziensis foi semeado por ponto 5 gramas de
sementes também com o objetivo de garantir pelo menos 1 planta por ponto da parcela.

Quando as plantas de milho atingiram o estadio fenoldgico V4, foi feita a infestagdo com
as lagartas de S. frugiperda nos dois experimentos. Foi realizado o monitoramento das plantas
previamente para constatar que ndo havia outros insetos além dos que foram infestados

artificialmente.
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Tabela 1. Lista de tratamentos do ensaio de movimento larval de Spodoptera frugiperda em
milho Bt e ndo-Bt e Urochloa ruziziensis.

Tratamento Descricéo
T1: 49 pontos apenas com milho Bt
T2: 49 pontos apenas com milho ndo-Bt
T3: 49 pontos apenas com U. ruziziensis
T4: Milho Bt (planta central) + 48 pontos de U. ruziziensis (adjacéncia)
T5: Milho ndo-Bt (planta central) + 48 pontos de U. ruziziensis (adjacéncia)
T6: U. ruziziensis (planta central) + 48 pontos de milho Bt (adjacéncia)
T7: U. ruziziensis (planta central) + 48 pontos de milho ndo-Bt (adjacéncia)

As lagartas foram obtidas de diferentes posturas de S. frugiperda de uma col6nia do Laboratério
de Entomologia Aplicada da UFGD criadas desde 2009, apresentando ainda suscetibilidade a
todos os eventos de Bt. Inicialmente, as lagartas foram individualizadas em copos de plastico
contendo dieta artificial (KASTEN JR; PRECETI; PARRA, 1978) até atingirem a fase de pupa.
Ap0s esse periodo, as pupas foram sexadas e separadas em numero de 20 casais em camaras de
tubo de PVC para acasalamento. Os tubos de PVC foram recobertos internamente com papel
sulfite para substrato de oviposi¢do das mariposas e cobertos com tecido do tipo “voil”, para
evitar que os insetos escapassem. As mariposas foram alimentadas com solucdo de mel (10%)
com agua destilada, em pedacos de algoddo embebidos na solucdo e disponibilizados em copos
plasticos dentro das camaras. A solucdo de mel e o substrato de oviposi¢do foram substituidos
diariamente e as posturas individualizadas em copos de plastico com tampa. As cdmaras com as
mariposas foram mantidas em sala de criagcdo com temperatura de 25°C + 1 e fotoperiodo de 12
horas durante todo o periodo reprodutivo dos insetos.

Foram selecionadas posturas do terceiro dia de oviposi¢cdo das mariposas com o tamanho
correspondente a = 200 ovos e individualizadas em copos de plastico com tampa, considerando
uma postura por repeticdo de cada tratamento, totalizando 28 posturas. Os copos também foram
mantidos em sala climatizada de criacdo do LEA-UFGD até o momento da ecloséo das lagartas.
Ap0s 24 horas de eclodidas, 150 lagartas foram infestadas na planta central de cada parcela no
periodo do final da tarde para evitar que as neonatas ficassem expostas ao sol durante o primeiro

momento de contato com as plantas.

26



Cinco dias apo0s a infestagdo das lagartas todas as plantas de cada parcela foram
vistoriadas de maneira destrutiva para contabilizar o nimero de lagartas recuperadas e qual era
sua posi¢do em relagdo a planta central (infestada) no momento. Também foi feita avaliagdo do
nivel de injarias em todas as plantas de todas as parcelas utilizando-se a escala de Davis et al.
(1992) para as plantas de milho e a escala de Jacques et al. (2018) para as plantas de U.
ruziziensis.

Para a andlise estatistica dos dados, os resultados dos dois experimentos foram
combinados e analisados conjuntamente, considerando o segundo ensaio como uma repeticao.
Foram calculados, a partir do nimero de lagartas recuperadas e sua posi¢do, a porcentagem de
aceitacdo da planta hospedeira infestada e a porcentagem de dispersdo das lagartas, além da
média de nivel de injurias para as plantas dentro de cada tratamento. Os dados foram analisados
através do software R utilizando-se modelos lineares generalizados e os contrastes comparados a
0,001% gerados pelo modelo quase-binomial (IC95%) para os dados de dispersao. Os dados de
nivel de injdrias foram comparados pelo teste de Friedman (o= 0,05).

A dispersdo espacial das lagartas foi mensurada conforme o registro do nimero total de
lagartas em cada posi¢ao cartesiana (posi¢do “x” e “y”) em cada parcela. Para tal anélise, foi
utilizada uma avaliacdo visual do mapa de dispersdo por meio de scatter plots. Os graficos foram
produzidos com a func¢édo ggplot do pacote ggplot2 do R.

Os dados de dispers@o foram analisados utilizando-se modelos lineares generalizados e as
médias foram contrastadas pelo modelo quase-binomial. A qualidade do ajuste do modelo foi
verificada com um grafico meio normal do pacote hnp do R (MORAL et al., 2017). As médias
foram contrastadas com o uso da funcdo glht do pacote multcomp do R (HOTHORN et al.,
2008). Os dados de nivel de injurias foram submetidos a testes de normalidade e
homocedasticidade. Mesmo transformando os dados de injUria, as pressuposi¢es da analise de
variancia nao foram atendidas. Por isto, as médias foram comparadas pelo teste ndo paramétrico
de Friedman (a= 0,05), por meio da funcdo friedman do pacote agricolae do R (MENDIBURU;
MENDIBURU, 2019).

3. RESULTADOS

A anélise visual do padrdo de dispersdo espacial revelou que houve um padréo

heterogéneo de dispersdo das lagartas nas parcelas conforme o tratamento. A dispersdo nos
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tratamentos com milho Bt solteiro ou consorciado foi muito baixa. Em alguns pontos, ocorreram
sobreposicdo da dispersdo entre os tratamentos milho ndo-Bt e ndo-Bt consorciado com
braquiaria, embora o numero acumulado de larvas foi superior em milho ndo-Bt solteiro em
relacdo ao sistema consorciado (Figura 2). A analise descritiva do boxplot confirma a
variabilidade observada na anélise da distribuicdo espacial das larvas nas parcelas (Figura 3).

De maneira geral, foi baixa a porcentagem de lagartas recuperadas em todos 0s
tratamentos ap6s os 5 dias da infestagdo. Apesar disso, foi possivel observar que, mesmo com
baixa permanéncia nas demais configuragdes de tratamentos, as lagartas se alimentaram em
varias plantas de toda a parcela, com excecdo do tratamento onde havia apenas milho Bt. Ou
seja, o consumo foliar foi semelhante em todos os tratamentos, com excec¢do do milho Bt,
possivelmente pela alta letalidade que ocorre em lagartas neonatas que se alimentem da proteina
Vip3Aa20. O Unico tratamento que se assemelhou ao tratamento 1, com todas as plantas sendo
milho Bt, foi o tratamento 5, na qual a planta central era caracterizada por uma planta de milho
ndo-Bt e as das adjacéncias de U. ruziziensis. Apesar disso, ndo apresentou diferenca estatistica
significativa dos demais tratamentos (Tabela 2).

Nos tratamentos nos quais 0 milho ndo-Bt estava presente nas plantas adjacentes (T2 e
T7), foram encontradas maior permanéncia de lagartas nas plantas de milho, diferindo
estatisticamente dos demais, ou seja, em relacdo aqueles tratamentos com milho Bt e U.
ruziziensis. Apesar de se alimentarem em U. ruziziensis, percebe-se menor preferéncia pela
planta, e os insetos buscam mais alimento nas adjacéncias. Com relagdo a menor recuperagéo de
insetos em plantas de milho Bt, pode-se dizer que este fato ocorreu em decorréncia da
mortalidade destes individuos apés se alimentarem de Bt, ou do efeito de deterréncia ocasionado
por estas plantas, forcando estes insetos a buscar alimento além dos limites da parcela.

Nos tratamentos com U. ruziziensis como planta central e milho Bt nas adjacéncias, as
lagartas se movimentaram mais em relacdo ao tratamento com apenas milho Bt, pois houve uma
maior dispersdo, e se alimentaram mais, pois houve o consumo foliar estatisticamente
semelhante ao dos tratamentos com milho ndo-Bt nas adjacéncias, apesar do menor nimero de

lagartas recuperadas.
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Figura 2 — Scatter plot da distribuicdo espacial de larvas de Spodoptera frugiperda nas parcelas
dos seguintes tratamentos: apenas Milho Bt; apenas Milho ndo-Bt; apenas U. ruziziensis; Milho
Bt (planta central) + U. ruziziensis (nas adjacéncias); Milho ndo-Bt (planta central) + U.
ruziziensis (nas adjacéncias); U. ruziziensis (planta central) + milho Bt (has adjacéncias) e U.
ruziziensis (planta central) + milho ndo-Bt (nas adjacéncias).
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Figura 3 - Boxplot da disperséo (%) de larvas de Spodoptera frugiperda nos seguintes
tratamentos: apenas Milho Bt; apenas Milho ndo-Bt; apenas U. ruziziensis; Milho Bt (planta
central) + U. ruziziensis (nas adjacéncias); Milho ndo-Bt (planta central) + U. ruziziensis (nas
adjacéncias); U. ruziziensis (planta central) + milho Bt (nas adjacéncias) e U. ruziziensis (planta
central) + milho ndo-Bt (nas adjacéncias).
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Tabela 2 — Dispersdo larval (Média + EP) da planta natal para as adjacéncias e nivel de dano de larvas de Spodoptera frugiperda nas plantas

adjacentes
Tratamento Dispersao’ Nivel de Dano Rank?
Ti: Apenas Milho Bt 0,1667 + 0,0011 b 11,2500 + 0,4910 ¢ 05,00
To: Apenas Milho ndo-Bt 46667 + 0,0139 a 22084 + 0,3616 b 17,00
Ts: Apenas U. ruziziensis 1,3333 £ 0,0056 b 24366 =+ 0,2094 ab 20,50
Ta: Milho Bt (planta central) + U. ruziziensis (adjacéncia) 1,3333 £ 0,0068 b 2,1159 + 0,3502 b 15,00
Ts: Milho ndo-Bt (planta central) + U. ruziziensis (adjacéncia) 1,4167 + 0,0074 b 2,0933 + 0,1487 bc 13,00
Te: U. ruziziensis (planta central) + milho Bt (adjacéncia) 0,5833 + 0,0050 b 21327 + 05487 b 14,50
T7: U. ruziziensis (planta central) + milho ndo-Bt (adjacéncia) 4,9167 + 0,0190 a 2,7542 + 0,2308 a 27,00

Médias seguidas pelas mesmas letras (dentro da mesma coluna), ndo diferem entre si (P=0,05). 2As médias foram contrastadas mediante a fungdo glht do pacote
multcomp do R, utilizando o modelo linear generalizado do tipo quase-binomial. 2Ranks foram comparados pelo teste ndo paramétrico de Friedman (a= 0,05).
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4. DISCUSSAO

A proteina Vip3A, que € produzida na fase vegetativa da bactéria Bacillus thuringiensis,
tem se mostrado ser a mais eficiente para o controle de Spodoptera frugiperda (ZHU et al., 2019;
YANG et al., 2019; SCOTON et al., 2020), dada a perda de eficacia de proteinas Cry. Além
disso, uma das vantagens de sua utilizacdo é o fato de a proteina ter um diferente modo de acao
quando comparada a qualquer outra proteina Cry (ESTRUCH et al., 1996; LEE et al., 2003, LEE
et al., 2006; KURTZ, 2010). Também, estudos ja demonstraram ndo haver resisténcia cruzada
entre as proteinas Vip3A e as demais proteinas Cry que j& apresentam populac@es resistentes de
S. frugiperda em diversos paises. Nesse sentido, a utilizacdo de hibridos de milho que expressem
a proteina Vip é interessante quando consorciado, pois atende uma das premissas que torna o
modelo/configuragdo de consorcio eficiente como reflgio alternativo, que é a alta eficacia de
controle em decorréncia da expressao em alta dose das toxinas de Bt (BURKNESS et al., 2010).

Uma das preocupagcdes da utilizacio de mistura de sementes (refgio no saco = RIB®) ou
a consorciacdo de plantas sem Bt é que o movimento larval de insetos decorrentes de plantas
ndo-Bt para plantas Bt pode causar uma mortalidade adicional de insetos suscetiveis. Assim,
utilizando-se de hibridos com a expressdo em alta dose de toxinas de Bt nas diferentes partes da
planta de milho durante todo o seu ciclo, pode-se evitar a sobrevivéncia de insetos que migrem
em maiores instares para as plantas Bt ou mesmo os que iniciam a alimentacdo nas plantas Bt e
migram para outras plantas ndo-Bt. Diminuindo desta forma a sobrevivéncia de insetos por
subdosagem, que poderia acarretar na evolugdo de populagdes resistentes mais rapidamente.
Como ocorreu nos tratamentos nos quais a planta central era de milho Bt, ndo houve uma maior
sobrevivéncia das neonatas apés migrarem para as plantas de U. ruziziensis, mesmo sendo
observado o consumo foliar da forrageira semelhante ao tratamento com milho néo-Bt.

Este resultado é semelhante ao encontrado com lagartas de Helicoverpa zea em estudos
realizados nos EUA, onde foram encontradas apenas 3 lagartas pequenas sobreviventes em
milhos ndo-Bt (com minimo dano em espigas) semeados no entorno de uma planta de milho Bt
(expressando a proteina Vip3Aa20) onde foi feita a infestagdo com 35 lagartas. Lagartas de H.
zea, mesmo em instares maiores, ndo sobreviveram em misturas de sementes de milho Bt e néo-
Bt expressando a proteina Vip3A (DIMASE et al., 2020), demonstrando a eficiéncia de controle
da proteina e, dessa forma, possibilitando extrapolar tal informacéo para configuragdes como o

consorcio de milho com U. ruziziensis. E possivel afirmar, assim, que lagartas de S. frugiperda
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que migrem de plantas de U. ruziziensis para 0 milho Bt em instares maiores dificilmente
sobreviverdo, ndo gerando um impacto negativo na utilizacdo da forrageira em consorcio como
um refagio alternativo. Dados de campo também comprovam essa eficiéncia devido ao minimo
numero de individuos encontrados sobrevivendo em plantas de milho Bt (expressando a proteina
Vip3A) consorciado com U. ruziziensis (JACQUES et al., 2021).

O movimento larval de S. frugiperda ja foi estudado em simulagdes de contaminacao de
campo de algoddo Bt e ndo-Bt e foi possivel observar que a maior movimentacdo de neonatas
ocorreu em plantas que expressavam a toxina de Bt apds o periodo de 18h de exposi¢do, quando
comparadas a plantas ndo-Bt (MALAQUIAS et al., 2017). Considerando a menor recuperacéo de
insetos nos tratamentos com milho ndo-Bt, apesar do consumo foliar observado, indica que
houve uma maior movimentacdo dos insetos quando comparados ao tratamento com milho néo-
Bt.
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5. CONCLUSAO

Neonatas de S. frugiperda se movimentam da planta natal independente da espécie
hospedeira ou tecnologia do hibrido de milho utilizada.

A sobrevivéncia de insetos provenientes de plantas ndo-Bt (milho ndo-Bt e U. ruziziensis)

é maior quando comparado aos insetos provenientes de plantas Bt.
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ANEXQOS

Anexo 1. Numero médio de lagartas de Spodoptera frugiperda por planta de milho (Bt e ndo-Bt) e Urochloa ruziziensis em cultivos solteiro e
consorciado nas safras de 2017/2018, 2018 e 2018/2019. Dourados-MS, Brasil, 2020.

Safra 1 (Verdo 2017/2018)

'§" = % w Milho n&o-Bt solteiro Milho Bt solteiro U. ruziziensis solteira  Milho néo-Bt consorciado conséf'.cirz:]dz(l)zéir:zlfnilho Milho Bt consorciado UL UPZEERSS COTETe Rt
= g % g nio-Bt com milho Bt
§ 9§

n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP
1 V5 25 0400 * 0,134 Abaz 0,000 + 0,000 * 0,033 + 0,033 Ce 0,350 + 0,131 ABab 0,267 + 0,117 Bab 0,050 + 0,050 BCa 0600 *+ 0,123 ABa
2 V7 29 0,100 + 0,069 Bab 0,150 + 0,150 Ba 0,200 = 0,074 Bbcde 0,300 + 0,128 ABab 0,233 + 0,092 ABbc 0050 *+ 0050 Ba 0,533 + 0,150 Aab
3 V9 38 0,150 =+ 0,082 Bab 0,000 + 0,000 * 0,567 + 0,177 Aab 0,150 * 0,082 Bab 0,333 + 0,130 ABab 0050 + 0,050 Ba 0,333 + 0,100 Babc
4 V9 45 0,100 + 0,069 Bab 0,000 + 0,000 * 0,300 + 0,098 ABbc 0,200 * 0,092 Bab 0,300 + 0,098 ABab 0,100 * 0,069 Ba 0,233 + 0,124 Abcd
5 R1 52 0,150 * 0,109 Bab 0,000 + 0,000 * 0,300 + 0,098 ABbc 0400 + 0,169 ABa 0567 = 0,124 Aa 0,150 + 0,082 Ba 0,233 + 0,079 ABbcd
6 R1 59 0,150 * 0,082 ABab 0,000 + 0,000 * 0,033 + 0,033 Be 0,350 + 0,109 Aab 0,333 + 0,130 Aab 0,000 + 0,000 * 0,200 + 0,121 ABcd
7 R2 63 0,050 * 0,050 Ab 0,000 + 0,000 * 0,167 + 0,097 Acde 0,200 * 0,117 Aab 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,100 + 0,056 Acd
8 R3 72 0150 + 0,109 ABab 0,000 * 0,000 * 0467 + 0,164 Aab 0300 + 0,105 ABab 0,167 + 0069 Bbc 0,000 + 0,000 * 0,100 + 0,056 Bcd
9 R4 79 0100 + 0,069 BCab 0,000 + 0,000 * 0467 + 0,104 Aab 0100 + 0,069 BCab 0,300 + 0,098 ABab 0,000 + 0,000 * 0,100 + 0,056 Ccd
10 R4 86 0,050 =+ 0,050 Bb 0,000 + 0,000 * 0,767 + 0,196 Aa 0,000 + 0,000 * 0,200 + 0,088 Bbc 0,000 + 0,000 * 0,067 + 0,067 Bd
11 R5 93 0,100 * 0,069 Aab 0,000 + 0,000 * 0,267 + 0,106 Abc 0,050 * 0,050 Ab 0,200 + 0,111 Abc 0,000 + 0,000 * 0,033 + 0,033 Ad
12 R6 101 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,133 + 0,063 Acde 0,100 + 0,069 Aab 0,133 + 0,063 Abc 0,000 + 0,000 * 0,033 + 0,033 Ad
13 R6 107 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,100 + 0,056 Acde 0,100 + 0,069 Aab 0,033 + 0,033 Ac 0,000 + 0,000 * 0,033 + 0,033 Ad
14 R6 115 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 *

Safra 2 (Outono/Inverno 2018)

2 o 8 o _ ) ) - i — ) U. ruziziensis ; . U. ruziziensis consorciado
§ g E’ s Milho ndo-Bt solteiro Milho Bt solteiro U. ruziziensis solteira  Milho ndo-Bt consorciado consorc?g(c))_(éc;m milho  Milho Bt consorciado com milho Bt

n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP
1 V4 27 0250 * 0,099 Abcd2 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,100 + 0,069 Ac 0,033 + 0,033 Ab 0,050 + 0,060 Aa 0,000 + 0,000 *
2 V5 34 0500 * 0170 Aab 0,150 + 0,082 ABa 0,000 + 0,000 * 0,200 + 0,092 ABbc 0,000 + 0,000 * 0,100 * 0,100 Ba 0,267 + 0,095 ABab
3 V7 41 0,800 + 0,277 Aa 0,050 + 0,050 BCa 0,030 + 0,033 Cb 0,300 + 0,128 ABabc 0,233 + 0,079 BCab 0,150 + 0,082 Bca 0,300 + 0,085 Bab
4 V8 47 0,300 + 0,105 ABbcd 0,150 + 0,082 Ba 0,333 + 0,100 ABa 0,650 * 0,182 Aa 0,533 + 0,142 Aa 0,100 + 0,069 Ba 0,433 + 0,104 ABbc
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5 V10 54 0,400 + 0,169 ABabc 0,000 + 0,000 * 0,167 + 0,069 ABab 0,400 + 0,169 Aabc 0,233 + 0,079 Aab 0,050 + 0,050 Ba 0,100 + 0,056 ABabc
6 VT 61 0,450 + 0,170 Aabc 0,200 + 0,117 ABa 0,433 + 0,196 Aa 0,150 + 0,082 ABc 0,000 + 0,000 * 0,050 + 0,050 Ba 0,200 + 0,088 Bbc
7 R1 69 0,600 + 0,184 Aab 0,000 + 0,000 * 0,067 + 0,046 Bb 0,300 + 0,128 ABabc 0,200 + 0,088 Bb 0,000 + 0,000 * 0,100 + 0,074 *
8 R1 77 0,800 + 0,186 Aa 0,000 + 0,000 * 0,033 + 0,033 Ch 0,300 + 0,105 Babc 0,033 + 0,033 Cb 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 *
9 R2 83 0,350 + 0,167 Aabcd 0,000 + 0,000 * 0,033 + 0,033 Bb 0550 + 0,170 Aabc 0,033 + 0,033 Bb 0,000 = 0,000 * 0,000 £ 0,000 *
10 R2 90 0,250 + 0,099 Abcd 0,000 = 0,000 * 0,067 = 0,046 Ab 0,150 + 0,082 Ac 0,000 + 0,000 * 0,000 = 0,000 * 0,000 £ 0,000 *
11 R2 96 0,100 + 0,069 Acd 0,000 = 0,000 * 0,000 £ 0,000 * 0,100 = 0,069 Ac 0,000 = 0,000 * 0,000 = 0,000 * 0,000 £ 0,000 *
12 R3 105 0,250 * 0,099 Abcd 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,150 + 0,082 Ac 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 *
13 R3 111 0,200 * 0,117 Abcd 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,100 + 0,069 Ac 0,133 + 0,104 Ab 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 *
14 R4 119 0,050 + 0,050 Ad 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,100 + 0,069 Ac 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 *
15 R5 125 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,033 + 0,033 Ac
16 R6 134 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 *
Safra 3 (Verdo 2018/2019)

8 o H8 o ) ) ) - ) o . U. ruziziensis . . U. ruziziensis consorciado
§ g g, DAE Milho néo-Bt solteiro Milho Bt solteiro U. ruziziensis solteira  Milho n&o-Bt consorciado consormlfa]gg_g;m milho  Milho Bt consorciado com milho Bt

55 n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP n° de lagartas + EP
1 V4 20 1,300 * 0,219 Ab? 0,100 + 0,069 Ba 0,133 + 0,063 Bab 0,700 + 0,147 ABab 0,400 + 0,113 Ba 0,300 + 0,105 Ba 0,367 + 0,367 Ba
2 V5 26 2250 * 0,416 Aa 0,150 + 0,082 Ca 0,367 + 0,089 Ca 0,800 + 0,156 Ba 0,233 + 0,092 Cab 0,400 + 0,152 BCa 0,333 + 0,333 Cab
3 V7 36 0,750 + 0,216 Abc 0,050 + 0,050 Ca 0,067 + 0,046 Ch 0,400 + 0,134 ABab 0,033 + 0,033 Cb 0,200 + 0,092 BCa 0,100 + 0,100 Chc
4 V9 42 0,450 + 0,185 Ac 0,050 + 0,050 Ba 0,000 + 0,000 * 0,400 + 0,112 Aab 0,033 + 0,033 Bb 0,100 + 0,069 ABa 0,033 + 0,033 Babc
5 R1 54 0,450 + 0,185 Ac 0,100 + 0,069 Aa 0,000 + 0,000 * 0,550 + 0,153 Aab 0,100 + 0,074 Ab 0,100 + 0,069 Aa 0,033 + 0,033 Ac
6 R1 57 0550 + 0,170 Ac 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,300 + 0,105 ABbc 0,133 + 0,079 Bb 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 *
7 R2 65 1,250 + 0,315 Ab 0,000 + 0,000 * 0,033 + 0,033 Bb 0,100 + 0,069 Bc 0,100 + 0,074 Bb 0,000 + 0,000 * 0,067 + 0,067 Bc
8 R3 70 0,650 + 0,196 Ac 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,100 + 0,069 Bc 0,033 + 0,033 Bb 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 *
9 R4 84 0,100 + 0,069 Ad 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,150 + 0,092 Ac 0,033 + 0,033 Ab 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 *
10 R5 91 0,050 + 0,050 Ad 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 *
11 R5 99 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,033 + 0,033 Ab 0,000 + 0,000 * 0,033 + 0,033 Ab 0,000 + 0,000 * 0,067 + 0,067 Ac
12 R5 105 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,033 + 0,033 Aabc
13 R6 113 0,000 * 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 * 0,033 + 0,033 b 0,000 + 0,000 * 0,000 + 0,000 *

IRitchie et al. (1993); 2Médias seguidas pela mesma letra mintscula (na mesma coluna) e letra maitscula (na mesma linha) ndo diferem estatisticamente entre si pelos contrastes gerados pelo modelo. *Né&o considerado nos
contrastes devido a falta de variabilidade; DAE: Dias ap6s a emergéncia das plantas de milho; EP = Erro Padrao;
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