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RESUMO

MANEJO DE Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797) COM USO DE MILHO Bt E
INSETICIDAS

AUTOR: Leonardo Moreira Burtet
ORIENTADOR: Jerson Vanderlei Cartis Guedes

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), é
considerada o principal inseto-praga da cultura do milho no Brasil. Seu controle, nos ultimos
anos, é realizado principalmente por meio do uso de plantas Bt e pulverizacdo de inseticidas.
Visando avaliar a eficiéncia das proteinas Bt expressas pelos milhos disponiveis no mercado,
bem como sua interagdo com o uso de inseticidas para o controle de S. frugiperda para
subsidiar programas de MIP e MRI em milho Bt, foram realizados experimentos, em
condigdo de campo, durante duas épocas de cultivo na safra 2015-16. Foram avaliadas oito
tecnologias de milho Bt e um hibrido ndo-Bt, bem com sete programas de aplicacdo de
inseticidas. A cada cinco dias, foram realizadas avaliagdes de dano, contabilizando o nimero
de plantas danificadas e atribuindo uma nota de acordo com a Escala de Davis (1992). Para a
aplicacdo dos inseticidas, foi estabelecido um nivel de controle em que era realizada a
pulverizacdo sempre que 10% das plantas apresentassem nota de dano >3. Na 1% safra
2015/16, Agrisure TL (CrylAb), Herculex (CrylF) e Optimum Intrasect (CrylAb/CrylF) e
milho ndo-Bt necessitaram de 1 a 3 pulverizacGes de inseticidas para complementar o controle
de S. frugiperda. Nesta safra, todos os inseticidas testados foram eficientes no controle. J& em
milho  YieldGard VT PRO (CrylA.105/Cry2Ab2), YieldGard VT PRO 3
(CrylA.105/Cry2Ab2/Cry3Bbl), PowerCore (CrylA.105/Cry2Ab2/ CrylF), Agrisure
Viptera (Vip3Aa20) e Agrisure Viptera 3 (Vip3Aa20/CrylAb) ndo foi necessario o uso de
inseticidas. Na 2° safra 2015/16, com excecdo de Agrisure Viptera e Agrisure Viptera 3, todos
as demais hibridos de milho Bt e ndo-Bt necessitaram de 1 a 4 pulverizacfes de inseticidas.
Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que algumas tecnologias de milho Bt
(expressando genes que codificam proteinas Cryl) apresentam baixa eficiéncia de controle,
tornando-se assim indispensavel o uso de inseticidas para complementar o controle de S.
frugiperda. Em contraste, a proteina Vip3Aa20 apresenta alta toxicidade para S. frugiperda,
apresentando danos insignificantes a cultura. Dentre os inseticidas testados no trabalho,
spinetoram (12 g de i.a./ha), de modo geral apresentou a maior eficiéncia de controle para
lagarta-do-cartucho.

Palavras-chave: Spodoptera frugiperda, milho Bt, controle quimico, MIP, MRI.



ABSTRACT

MANAGEMENT OF Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797) WITH USE OF Bt MAIZE
AND INSECTICIDES

AUTHOR: Leonardo Moreira Burtet
SUPERVISOR: Jerson Vanderlei Carlis Guedes

The fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), is
considered the main insect-pest of corn in Brazil. Its control, in recent years, is mainly
accomplished through the use of Bt plants and spray insecticides. Aiming to evaluate the
efficiency of Bt proteins expressed by maize commercially available, as well as their
interaction with the use of insecticides for the control of S. frugiperda to subsidize IPM and
IRM programs in Bt maize, experiments were carried under field condition during two crop
seasons in the 2015-16. Eight technologies of Bt maize and one non-Bt hybrid were
evaluated, as well as seven insecticide application programs. Damage assessments were
performed every five days, counting the number of damaged plants and assigning a score
according to the Davis Scale (1992). For the application of the insecticides, a control level
was established in which the spraying was carried out whenever 10% of the plants showed a
damage score > 3. In the 1st season 2015/16, Agrisure TL (CrylAb), Herculex (CrylF) and
Optimum Intrasect (CrylAb/ CrylF) and non-Bt maize required 1 to 3 sprays of insecticides
to complement the control of S. frugiperda. In this season, all tested insecticides were
efficient in control. In the case of YieldGard VT PRO (CrylA.105 / Cry2Ab2), YieldGard VT
PRO 3 (CrylA.105 / Cry2Ab2 / Cry3Bbl), PowerCore (CrylA.105 / Cry2Ab2 / CrylF),
Agrisure Viptera (Vip3Aa20) and Agrisure Viptera 3 (Vip3Aa20 / CrylAb) the use of
insecticides was not necessary. In the second crop year 2015/16, with the exception of
Agrisure Viptera and Agrisure Viptera 3, all other hybrids of Bt and non-Bt maize required 1
to 4 sprays of insecticides. The results obtained in the present work demonstrate that some Bt
maize technologies (expressing genes that encode Cryl proteins) present low control
efficiency, thus making insecticides indispensable to complement the control of S. frugiperda.
In contrast, the Vip3Aa20 protein shows high toxicity to S. frugiperda, showing insignificant
damage to the culture. Among the insecticides tested in the work, spinetoram (12 g of a.i./ha),
in general presented the highest control efficiency for fall armyworm.

Keywords: Spodoptera frugiperda, Bt maize, chemical control, IPM, IRM.
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1 INTRODUCAO

O agronegdcio no Brasil € um dos pilares para a economia do pais, uma vez que
representa 21,5% do PIB nacional (CEPEA, 2015). A producdo nacional de gréos esta
projetada para mais de 2015 milhGes de toneladas na safra 2016/17, sendo soja, milho e arroz
0s destaques da producdo brasileira (CONAB, 2017). Nesse contexto, destaca-se a
importancia do milho no setor produtivo brasileiro, devido ao fato de representar 35% da
producéo nacional de grdos (CONAB, 2016).

No Brasil, o milho é cultivado em aproximadamente 16 milhdes de hectares (CONAB,
2016), distribuidos em todas as regides do pais. Na maioria das regides, o sistema de cultivo é
realizado em duas safra de semeadura, sendo que nos ultimos anos a segunda safra,
historicamente denominada de safrinha, se tornou a mais importante, representando 61% da
producdo da cultura na safra 2015/16.

Esse sistema intensivo de cultivo, aliado com as condi¢des climéaticas do pais,
beneficiam o desenvolvimento e o ataque de pragas. Dentre as pragas com potencial de causar
prejuizos a cultura, estd a lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)),
considerada a principal praga do milho no Brasil (CRUZ et al., 2012). O sucesso dessa
espécie no pais se deve a alguns fatores especificos de sua bioecologia, tais como: polifagia,
alimentando-se de mais de 80 espécies de plantas (CAPINERA, 2002; POGUE, 2002), dentre
elas, culturas de elevada importancia econémica e com ampla area de cultivo tais como milho,
algodéo, sorgo, arroz e pastagens (CORTEZ; WAQUIL, 1997), maltiplas geracGes por ano
(FARIAS et al. 2014) e grande sobreposicdo de cultivos de plantas hospedeiras no
agroecossistema brasileiro (MARTINELLI et al., 2006).

Por se tratar da principal praga nos cultivos de milho no pais, a lagarta-do-cartucho
demanda intervencdes e formas de controle, visto que pode causar reducdo de até 57% na
produtividade da cultura (CRUZ et al., 1999). Dentre as formas de controle utilizadas estdo
principalmente o uso de inseticidas quimicos pulverizados sobre a cultura e, mais
recentemente, o uso de plantas geneticamente modificadas que expressam proteinas com
efeito inseticida, conhecidas como plantas Bt.

O controle via pulverizacdo de inseticidas foi, durante muitos anos, a principal forma
de controle de S. frugiperda na cultura do milho, existindo trabalhos com uso de inseticidas
para o controle da praga desde a década de 60. No entanto, o uso frequente dos inseticidas

quimicos, ao longo dos anos, principalmente com a introdugdo do cultivo em “safrinha”
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agravou a dificuldade de controle da praga devido a selecdo de individuos resistentes aos
principais inseticidas utilizados (DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001). Somado 4 reducéo da
eficiéncia de muitos inseticidas, o comportamento da lagarta, de se alojar no interior do
cartucho da planta, compromete ainda mais a obtencdo de resultados satisfatérios de controle
via pulverizacdo. O numero de aplicacbes para o controle de S. frugiperda em milho
aumentaram de tal forma que em alguns paises, como é o caso de Porto Rico, chegam a
atingir 25 aplicagfes em um Unico ciclo da cultura, causando assim uma forte pressdo de
selecdo de individuos resistentes (BELAY; FOSTER; HUCKABA, 2012).

O primeiro caso de resisténcia de Spodoptera frugiperda a inseticidas ocorreu ha
quase 40 anos, nos EUA, sendo constatado por Young e McMillian em 1979, em populagéo
coletada no estado da Florida, resistente ao ingrediente ativo carbaryl. Atualmente existem
relatados mais de 20 ingredientes ativos com problemas de resisténcia em S. frugiperda em
todo mundo (Arthropod Pesticide Resistance Database, 2016), dentre eles, inseticidas dos
grupos dos carbamatos, organofosforados, piretroides e benzoilureias. No Brasil j& foram
reportados casos de resisténcia de S. frugiperda para lambda-cialotrina (DIEZ-RODRIGUEZ;
OMOTO, 2001), clorpirifos (CARVALHO et al., 2013) e lufenurom (NASCIMENTO et al.,
2016).

O IRAC (Insecticide Resistance Action Committee) define resisténcia como sendo
"uma mudanca hereditaria na sensibilidade de uma populacdo de pragas que se reflete em
falhas repetidas de um produto para atingir o nivel esperado de controle, quando utilizado de
acordo com a recomendacdo de bula”. A reducdo na sensibilidade traz implicacdes para o
manejo de pragas, tais como, o maior nimero de aplicacdes de agrotoxicos; o aumento da
dose do produto; uso de misturas indevidas de produtos e substituicdo por outro, geralmente
de maior toxicidade (GEORGHIOU, 1983).

Vérios sdo o0s mecanismos desenvolvidos pelos insetos em resposta ao uso de
inseticidas, tais como, alteracGes comportamentais, alteracfes estruturais (aumentando a
resisténcia cuticular e assim retardando a penetracdo da molécula inseticida no organismo) e
metabolicas (com a capacidade desintoxicar ou destruir uma toxina mais rapidamente do que
0s insetos suscetiveis por meio de processos enzimaticos) e mudancas no sitio de acdo do
inseticida (CHADWICK, 1955).

Para S. frugiperda, os principais mecanismos de resisténcias sao relacionados com a
detoxificacdo dos xenobidticos por meio de enzimas monoxigenases relacionadas com

glutationa S-transferases, citocromo P450 e carboxilesterases, como é 0 caso para 0S
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inseticidas carbamatos, organofosforados e piretréides (McGORD; YU, 1987; CARVALHO
et al. 2013, YU et al. 1991;2003).

No Brasil, na ultima década, uma nova alternativa de controle de insetos-praga na
cultura do milho tem sido utilizada, tendo como principal foco o controle de S. frugiperda,
além de Helicoverpa zea (lagarta-da-espiga) e Diatrea saccharalis (broca-da-cana). Com a
evolucdo da biotecnologia, foi possivel obter plantas geneticamente modificadas, que se
caracterizam pela capacidade de expressar genes da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner
(Bt), que codificam a expressdo de proteinas com acéo inseticida, plantas essas conhecidas
como plantas Bt. A utilizacdo dessa tecnologia traz uma série de beneficios para 0 Manejo
Integrado de Pragas (MIP), ao passo que possibilita a reducdo no uso de inseticidas sintéticos
(QAIM; ZILBERMAN, 2003) aliado a alta seletividade, mantendo assim a populacdo de
inimigos naturais (COMAS et al., 2013).

Atualmente a adogdo de plantas de milho Bt, representa grande importancia nesse
cultivo, sendo que cerca de 80% da area semeada de milho, contém a expressdo de alguma
proteina Bt (CELERES, 2015), o que representa mais de 12 milhdes de hectares. No Brasil
estdo liberadas para a comercializacdo, plantas de milho com a expressdao das proteinas
CrylAb, CrylF, CrylA.105, Cry2Ab2, Cry3Bbl e Vip3Aa20, sendo elas expressas de forma
isolada ou piramidadas. Além de milho, ainda h& uso de tecnologias Bt em outras grandes
culturas, como os casos de soja com 11,9 milhdes de hectares (CLIVE JAMES, 2015) e
algodao com aproximadamente 385 mil hectares (CELERES, 2015), somando assim uma area
proxima de 25 milhdes de hectares com cultivo de plantas geneticamente modificadas no pais,
com alguma atividade inseticida.

A utilizacdo intensa de plantas Bt, somada com a baixa adocdo de areas de reflgio,
tem prejudicado a eficiéncia das tecnologias e coloca em risco a vida Gtil dessa estratégia de
manejo de pragas. Em varios locais do mundo ha relatos de casos de resisténcia e falhas de
controle de S. frugiperda por parte das tecnologias de milho Bt. O primeiro relato confirmado
de resisténcia de S. frugiperda ao milho Bt ocorreu em Porto Rico, a proteina CrylF (evento
TC1507) (STORER et al., 2010), apenas quatro anos apos a liberacdo comercial desse evento
no pais, configurando o caso mais rapido de evolucao de resisténcia a campo para uma cultura
Bt (BERNARDI et al., 2011). No Brasil, também foi constatada resisténcia de S. frugiperda a
milho CrylF (FARIAS et al., 2014) e para proteina CrylAb (OMOTO et al., 2016).

Como alternativa para 0 manejo de resisténcia de insetos (MRI) a plantas Bt, estd o
uso de areas de reflgio, que consiste na existéncia de uma area de plantas ndo-Bt, préximas

da area de cultivo Bt, em que a popula¢do ndo estd exposta a pressdo de selecdo, podendo
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sobreviver, cruzar com individuos que sobreviveram a exposicdo com plantas Bt, produzindo
assim descendentes suscetiveis.

Outra estratégia € o uso de eventos piramidados, sendo que a piramidacdo vem a ser a
expressao de duas ou mais proteinas Bt, na mesma planta, com acdo inseticida para a mesma
praga-alvo (CARRIERE; CRICKMORE; TABASHNIK, 2015). No Brasil, desde o ano de
2009 estéa liberado para a comercializacdo de sementes de milho com expressdo de mais de
uma proteina inseticida. As piramidacOes liberadas no Brasil, na cultura do milho, sdo as
seguintes: CrylA.105/Cry2Ab2, CrylF/CrylAb, CrylAb/Vip3Aa20,
CrylA.105/Cry2Ab2/CrylF, CrylA.105/Cry2Ab2/Cry3Bbl e CrylF/CrylAb/ Vip3Aa20.
Porém, falhas de controle por parte de algumas dessas tecnologias tém sido percebidas em
condicbes de campo, e podem ser explicadas por questbes de resisténcia cruzada entre
proteinas Cryl (HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2013, HUANG et al., 2014,
BERNARDI et al, 2015).

Portanto, estratégias de MIP e MRI devem ser colocadas em prética visando retardar a
evolucdo de resisténcia de pragas, especialmente S.frugiperda, tanto para inseticidas quanto
para plantas de milho Bt, para que se assegure a sustentabilidade e a rentabilidade dessa
cultura tdo importante para o sistema agricola brasileiro. Dentre os fundamentos do MIP entéo
envolvidos o conhecimento dos niveis de tolerancia das plantas aos danos das pragas, o
monitoramento das populacBes para tomadas de deciséo e na biologia e ecologia da cultura e
de suas pragas. Partindo do estabelecimento e conhecimento a cerca desses parametros,
partimos para utilizacdo de técnicas de manejo visando manter a populacdo-praga dentro de
niveis aceitaveis dentro da area de cultivo e, com base em dados coletados, podemos ter a
tomada de decisdo para 0 manejo mais adequado.

A integracdo de métodos de controle de pragas é de fundamental importancia para o
sucesso e a manutencdo de estratégias de manejo. A utilizacdo de apenas uma estratégia,
como por exemplo, controle quimico, com baixa rotacdo de mecanismos de acdo ou apenas
utilizacdo de plantas Bt é de alto risco, uma vez que a pressdo de selecdo sobre os individuos é
intensa e a probabilidade de ocorrer uma evolucdo de resisténcia é elevada, permitindo que
individuos desenvolvam a habilidade de tolerar, cada vez mais, doses que seriam letais para a
maioria dos individuos da populacéo.

A aplicacdo de inseticidas sobre areas de milho Bt € uma realidade na América Latina,
com ateé 4 aplicagdes para se atingir um controle satisfatério sobre tecnologias expressando

tanto uma proteina, quanto em tecnologias com piramidacdo de proteinas (BLANCO et al.,
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2016). Nesse contexto, é necessario conhecer o comportamento dos inseticidas sobre os
diferentes eventos tecnoldgicos de plantas Bt disponiveis no mercado.

Tendo em vista a escassez de trabalhos sobre a situacéo de controle das tecnologias de
milho Bt para S. frugiperda, em condig¢Ges de campo, bem como, a eficiéncia de controle dos
principais inseticidas utilizados no manejo dessa praga, o presente trabalho visa gerar
resultados cientificos sobre a interacdo desses fatores, bem como, buscar subsidiar as
estratégias do Manejo Integrado de Pragas e o Manejo da Resisténcia de S. frugiperda na

cultura do milho.
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Managing fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797), with Bt maize and

insecticides in Brazil
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Abstract

Transgenic maize plants expressing insecticidal proteins from Bacillus thuringiensis Berliner
(Bt) are valuable options for managing fall armyworm (FAW), Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith) in Brazil. However, control failures have been reported and insecticides were used to
complement the control of this pest. Based on this, we evaluated the performance of Bt maize
technologies and their integration with insecticides against FAW. During the early- and late-
planted maize of 2015/16 season, every five days, we assessed damage caused by FAW in Bt
and non-Bt maize. Insecticide sprays were sprayed when 10% of plants showed damage rating
>3 (Davis scale). In the early planting, Agrisure TL (CrylAb), Herculex (CrylF), Optimum
Intrasect (CrylAb/Cryl1F), and non-Bt maize had more than 37% of the plants with damage

rating >3, requiring until three insecticide sprays. In this planting period, all the insecticides
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used were effective against FAW that survive in Bt maize. In contrast, YieldGard VT PRO
(CrylA.105/Cry2Ab2), YieldGard VT PRO 3 (CrylA.105/Cry2Ab2/Cry3Bbl), PowerCore
(CrylA.105/Cry2Ab2/Cryl1F), Agrisure Viptera (Vip3Aa20) and Agrisure Viptera 3
(Vip3Aa20/Cry1Ab) showed less than 7% of the plants with damage rating >3, and did not
require insecticide sprays. In late planting maize of 2015/16 season, with the exception of
Agrisure Viptera and Agrisure Viptera 3, all other Bt maize tested had more than 40% of
plants with damage rating >3, requiring until four insecticide sprays. Spinetoram in the 1st
and 2nd spray; methomyl + chlorantraniliprole (1st spray) and indoxacarb (2nd spray);
lambda-cyhalothrin + lufenuron (1st spray) and lambda-cyhalothrin + chlorantraniliprole (2nd

spray) were the most effective against FAW larvae surviving in Bt and non-Bt maize.

Keywords: Fall armyworm, transgenic maize, chemical control, IPM, resistance management

Highlights

Transgenic maize is used against FAW in Brazil; however, control failures were reported.
The association of Bt maize and insecticides to control FAW were evaluated in this study.

Maize plants expressing Cry proteins were the most damaged by FAW, requiring insecticide

sprays.

Spinetoram, indoxacarb, and mixtures containing chlorantraniliprole were effective against

FAW surviving in Bt maize.

The association of Bt maize and insecticides is a valuable strategy to manage FAW in Brazil.
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Introduction

Fall armyworm (FAW), Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797), is the most destructive
species of maize in Brazil and other South American countries (Pogue, 2002; Cruz, 2012).
This species can reduce maize yield by up to 57%, depending of crop conditions and the
hybrid used (Cruz et al., 1999). In Brazil, maize is cultivated in two seasons per year in the
central-west region and, in areas with irrigation system, there is also planted in an additional
season for seed production. This production system favors the occurrence of high infestations
of FAW at any stage of growth (Barros et al., 2010). In contrast, in the south region in Brazil
the typical planting season is from August to January, when the climatic conditions allow the
plant development. In this maize-growing areas, in the early planting normally occur low
infestations of FAW (Farias et al., 2014).

Historically, the control of FAW in maize has been accomplished through synthetic
insecticides. However, the efficacy of this control tactic has been limited by the larval
behavior of this species, which harbor inside the maize whorl, making difficult to reach the
target with insecticide sprays (Carvalho et al.,, 2013). In addition, the intensive maize
cultivation in some regions in Brazil also contributed for the rapid resistance evolution to
insecticides in FAW populations. In this production system, FAW evolved resistance to
several insecticides, such as: lambda-cyhalothrin (Diez-Rodriguez et al., 2001), chlorpyrifos
(Carvalho et al., 2013), spinosad (Okuma, 2015) and lufenuron (Nascimento et al., 2016).

From 2007 onward, the commercial release of transgenic maize events expressing
insecticidal proteins from Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) provided a new tactic for FAW
management. Currently, Bt maize is cultivated in more than 80% of maize-growing area in

Brazil (~12.5 million ha/year) (Céleres, 2016). The rapid adoption of Bt maize has

contributed for a reduction of insecticide sprays against FAW (Resende et al., 2016).
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However, the continuous expression of Bt proteins on maize plants imposes an intensive
selection pressure on target pest populations, favoring the resistance evolution (McGaughey
and Whalon, 1992). In Brazil, FAW field-evolved resistance to CrylF and CrylAb proteins
expressed in maize (Farias et al., 2014; Omoto et al., 2016). This species has also developed
resistance to CrylF maize in Puerto Rico (Storer et al., 2010) and some areas of the United
States (Huang et al., 2014). It was also reported a high frequency of resistance to pyramided
maize containing Cryl proteins in Brazilian populations of FAW (Bernardi et al., 2015a). In
contrast, a low frequency of resistance was detected to Vip3Aa20 maize (Bernardi et al.,
2015b).

In Brazil, the limited adoption of Integrated Pest Management (IPM) and Insect Resistance
Management (IRM) strategies has negatively affected the control of FAW in maize.
Currently, the resistance evolution of FAW to Bt maize technologies increased the use of
insecticides against this pest in all the maize-producing regions. Based on this, we evaluated
the field performance of Bt maize technologies and their integration with insecticides to

managing FAW in the South Brazil.

2. Material and methods

2.1. Maize plants cultivation

The Bt maize plants were cultivated in Santa Maria, Rio Grande do Sul State, Brazil
(29°43°28” S and 53°33°34” W), under field conditions, during the crop season of 2015/16.
The early-planted trial was sown on November 25, 2015, and the late-planted trial on January
4, 2016, at a density of four seeds/m linear. At sowing, 275 kg/ha of NPK (5-20-20) were
applied, and at V4, and Vs stages of growth, 100 kg N/ha were also used. In the pre-planting, it

was used glyphosate herbicide (1620 g a.i./ha) for weed management. At 15 and 30 days after
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maize emergence, a mixture of atrazine + tembotrione (2500 + 100 g a.i./ha) was also used to

weed control.

2.2. Experiment design

The Bt maize technologies were sowed in four identical blocks arranged in a randomized

design with treatments distributed in a factorial arrangement 9x7x2, with four plots per block

(each plot composed by five maize rows — 4 m length x 0.45 m between rows). Factor A was

represented by eight Bt maize hybrids and one non-Bt maize (control) (Table 1). Due to lack

of commercial seeds of the non-Bt isoline for each Bt maize, only one non-Bt maize hybrid

was used as control. Factor B was composed by six different insecticides and the control

treatment (water) (Table 2). Factor C referred to the planting periods (early and late).

Table 1. Bt maize technologies evaluated.

Code Hybrid Technology Event Bt protein

TL Syngenta 3949 Agrisure TL Btl1l CrylAb

HX Biogene 7060 Herculex TC1507 CrylF

Vip Syngenta Supremo Agrisure Viptera MIR162 Vip3Aa20

VT PRO Agroeste 1572 YieldGard VT PRO MON89034 CrylA.105/Cry2Ab2

INT Pioneer 30F53 Optimum Intrasect MON810 x TC 1507 CrylF/CrylAb

Vip3 Syngenta Status Agrisure Viptera 3 Btll x MIR162 x GA21 CrylAb/Vip3Aa20

PW Morgan 30A77 PowerCore MON89034 x TC1507 CrylA.105/Cry2Ab2/CrylF
VT PRO 3 Agroeste 1677 VT PRO 3 MONB89034 x MON88017  CrylA.105/Cry2Ab2/Cry3Bbl

Non-Bt (control)

Pioneer 30F53




Table 2. Insecticides programs tested.
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Code Insecticide Dose (g a.i/ha) Spray sequence®
Chlorfenapyr 192 A
IP1
Chlorfenapyr 192 B
Triflumuron + thiodicarb 48 + 120 A
P2
Flubendiamide 72 B
Spinetoram 12 A
IP3
Spinetoram 12 B
Methomyl + chlorantraniliprole 322.5 + 25 A
IP4
Indoxacarb 60 B
Chlorpyrifos + diflubenzuron 720 + 96 A
IP5
Chlorpyrifos + diflubenzuron 720 + 96 B
Lambda-cyhalothrin
lufenuron 25+15 A
IP6
Lambda-cyhalothrin + 75+15 B
chlorantraniliprole
IP7 Control - -

#When 10% of the quantified plants showed damage rating >3 (Davis scale), insecticide sprays were performed.

A - First spray; B - Second spray. If more sprays were need, we used the B and A sequence.

Damage caused by natural infestations of FAW in Bt and non-Bt maize were evaluated

every five days in leaf whorl of 10 consecutive plants/plot. A damage rating was attributed to

each plant according to the Davis scale (0 = no damage to 9 = severe damage) (Davis et al.,

1992). Then, these results were converted to percentage of plants with damage rating >3. In
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addition, plants with any FAW damage was also counted (converted into percentage of plants
with leaf damage). The spray of insecticides was held when 10% of the quantified plants in
each sampling showed damage rating >3. The number of plants with damage rating >3 is
suggested as a criterion to use insecticides against FAW in Bt and non-Bt maize (refuge) in
Brazil (Insect Resistance Action Committee — IRAC Brazil, 2015). To perform insecticide
sprays, a pressurized back spray with CO, containing a 2-m bar and 0.5 m nozzle spacing (XR

110.02 fan-type nozzle tips) was used. The volume of syrup was 200 I/ha.

2.3. Statistical analyses

The percentage of maize plants with damage caused by FAW and percentage of plants with
damage ratings >3 were subjected to the studentized residuals analysis to confirm the
assumption of normality with a Shapiro-Wilk test using PROC UNIVARIATE procedure in
SAS® 9.1 (SAS Institute, 2002). Then, data were subjected to three-way analysis of variance
(ANOVA) using PROC GLM procedure in SAS 9.1, which included Bt maize, insecticide,
planting period, and the interactions as fixed factors in the model. Treatment differences were
determined by least-square means statement (PDIFF option in PROC GLM) with Tukey

adjustment (P = 0.05) in SAS 9.1 (SAS Institute, 2002).

3. Results

There was significant interaction between Bt maize x insecticide x planting period for the
percentage of plants damaged and plants with damage rating >3 (Table 3). There was also a
significant interaction between Bt maize x insecticide, Bt maize x planting period, and
insecticide x planting period for both variables evaluated. The factors maize, insecticide, and
planting period also had a significant effect in the number of plants damaged by FAW and

plants with damage rating >3 (Table 3).
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Table 3. ANOVA results of the effect of Bt maize, insecticide, season and the interaction on

plants damaged by FAW.

% plants with damage rating
% plants damaged

Source of variation df >3

F P F P
Bt maize x insecticide x
olanting period 48 391 <0.0001 5.31 <0.0001
Bt maize x insecticide 48 11.66 <0.0001 18.53 <0.0001
Bt maize x planting period 8 17.46 <0.0001 39.23 <0.0001
Insecticide x planting period 6 11.33 <0.0001 31.61 <0.0001
Bt maize 8 354.85  <0.0001 254.56 <0.0001
Insecticide 6 187.74  <0.0001 281.74 <0.0001
planting period 1 545.10  <0.0001 900.52 <0.0001
Model (total) 125  43.73 <0.0001 50.20 <0.0001
Error 378
Corrected total 503

3.1. Field efficacy of Bt maize technologies against FAW

There were significant differences in the efficacy of Bt maize against FAW. In early-
planted maize of 2015/16, plants damaged by FAW was significantly higher in Agrisure TL,
Herculex and Optimum Intrasect than other Bt maize evaluated, ranging from 55 to 59%, no
differing from each other and non-Bt maize (67% of plants damaged) (Fig. 1). The damage of
FAW in YieldGard VT PRO (19%), YieldGard VT PRO 3 (14%) and PowerCore (14%) was
similar, but significantly lower than the other Bt maize. In contrast, Agrisure Viptera and
Agrisure Viptera 3 differed from previous Bt maize technologies, with less than 0.5% of the
plants damaged by FAW (Fig. 1). In late-planted maize of 2015/16, there was a significant

increase of damage caused by FAW in Bt maize, when compared to the early planting. With
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the exception of Agrisure Viptera and Agrisure Viptera 3 (less than 3% of the plants with leaf
damage), the other Bt maize evaluated had up to 49% of plants damaged. In non-Bt maize,
more than 80% of plants presented damage of FAW.

In early-planted maize of 2015/16, Agrisure TL, Herculex and Optimum Intrasect had
more than 37% of plants with damage rating >3 (Davis scale), and did not differ from each
other and non-Bt maize (52% of plants with rating >3) (Fig. 1). In contrast, YieldGard VT
PRO (7%), YieldGard VT PRO 3 (3%), PowerCore (5%), Agrisure Viptera and Agrisure
Viptera 3 (without damage) showed a smaller number of plants with damage rating >3, and
did not differ from each other. In late-planted maize of 2015/16, there was a significant
increase in plants with damage rating >3, when compared to the early planting. All the Bt
maize expressing Cry proteins presented more than 41% of plants with damage rating >3. In
Agrisure TL, Herculex and Optimum Intrasect, more than 60% of the plants presented

damage rating >3, and did not differ from each other and from non-Bt maize (~70% of the

plants with damage rating >3). In contrast, YieldGard VT PRO (42%), YieldGard VT PRO 3
(43%) and PowerCore (41%) had the lowest number of plants with damage rating >3, and did
not differ from each other. On the other hand, in Agrisure Viptera and Agrisure Viptera 3 less
than 0.5% of plants showed damage rating >3, differing from the other Bt maize. In summary,
in both planting periods, only Agrisure Viptera and Agrisure Viptera 3 showed negligible

damage caused by FAW.
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Fig 1. Percentage of damaged plants and plants with damage rating >3 (Davis scale) caused

by FAW in Bt and non-Bt maize. Bars (£ EP) with the same lowercase letter in each planting
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period do not differ. Bars with the same capital letter for each maize technology do not differ

significantly from each other (LSMEANS with Tukey adjustment; P > 0.05).

3.2 Field efficacy of insecticides over Bt maize against FAW

In early-planted maize of 2015/16, Agrisure TL, Herculex, Optimun Intrasect and non-Bt
maize showed more than 10% of plants with damage rating >3, requiring until three
insecticide sprays to complement the FAW control. All the insecticide tested over Bt and non-
Bt maize significantly reduced the damage of FAW (less than 13% of plants with damage
rating >3) (Fig. 2). In contrast, in the respective Bt maize without insecticides sprays, the
percentage of plants with damage rating >3 ranged from 37 to 45%. In non-Bt maize without
insecticides, the percentage of plants with damage rating >3 was greater than 52%. In this
planting period, YieldGard VT PRO, YieldGard VT PRO 3, PowerCore, Agrisure Viptera and
Agrisure Viptera 3 presented lower than 8% of the plants with damage rating >3, and did not

require insecticide sprays.
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Fig 2. Percentage of Bt and non-Bt maize plants with damage rating >3 (Davis scale) under
different insecticide programs (IP) against FAW, during early-planted maize of 2015/16. Bars
(x EP) with the same letter do not differ (LSMEANS with Tukey adjustment; P > 0.05). The

values between parentheses represent the number of sprays.

In late-planted maize of 2015/16, Agrisure TL, Herculex, Optimun Intrasect, YieldGard
VT PRO, YieldGard VT PRO 3, and PowerCore showed control failures of FAW, requiring
until four insecticide sprays. The insecticide programs IP1, IP3, IP4 and IP6 reduced the
damage caused by FAW to Agrisure TL (less than 24% of plants with damage rating >3),
when compared to IP2 and IP5 (more than 42% of plants with rating >3) (Fig. 3). In contrast,
this Bt maize without insecticide sprays had more than 60% of plants with damage rating >3.

In Herculex, Optimum Intrasect and non-Bt maize, the insecticide program IP3 was the most
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effective (less than 12% of plants with rating >3), differing significantly from the other
insecticides tested. However, when we used the insecticide programs IP1 and IP2, the
percentage of plants with damage rating >3 ranged from 18 to 40% (Fig. 3). In these Bt maize
technologies without insecticide sprays, the percentage of plants with damage rating >3
ranged from 60 to 71%. Over PowerCore, YieldGard VT Pro, and YieldGard VT Pro 3, all
the insecticides tested showed similar control of surviving FAW larvae, with less than 16% of
plants with damage rating >3 (Fig. 3). However, these Bt maize technologies without
insecticide sprays had more than 40% of plants with damage rating >3. In the late-planted
maize, only Agrisure Viptera and Agrisure Viptera 3 showed negligible damage of FAW (less
than 0.2% of plants with damage rating >3), not requiring insecticides sprays. In this planting
period, spinetoram in 1st and 2nd sprays; methomyl + chlorantraniliprole (1st spray) and
indoxacarb (2nd spray); lambda-cyhalothrin + lufenuron (1* spray) and lambda-cyhalothrin +
chlorantraniliprole (2nd spray) were the most effective against FAW larvae that survive in Bt

and non-Bt maize.
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Fig 3. Percentage of Bt and non-Bt maize plants with damage rating >3 (Davis scale) under
different insecticide programs (IP) against FAW, during late-planted maize of 2015/16. Bars
(= EP) with the same letter do not differ (LSMEANS with Tukey adjustment; P > 0.05). The
values in parentheses represent the number of sprays.

4. Discussion

The Agrisure TL, Herculex and Optimum Intrasect maize had low efficacy against FAW,
during the early- and late-planted maize of 2015/16. Bt maize plants expressing only CrylAb
protein, as Agrisure TL and MON 810, presented a reasonable efficacy against FAW at the
beginning of their use in Brazil (Fernandes et al., 2003; Lourencdo and Fernandes, 2013).
However, from 2011/12 season onward severe damage caused by FAW was detected in
CrylAb maize (Okumura et al., 2013; Omoto et al., 2016). The damage of FAW in CrylAb
maize is attributed, in part, to the low natural susceptibility to this Bt protein, which has low
affinity and rapid degradation in the midgut of this species (Aranda et al., 1996; Miranda et
al., 2001). However, the survivor of FAW in CrylAb maize is also a consequence of
resistance evolution (Omoto et al., 2016; Sousa et al., 2016). Similarly, Herculex maize also
presented effective control of FAW in the first years after commercial release in Brazil
(Okumura et al., 2013). From 2011 onward, severe damage of FAW in this Bt maize was
reported, as consequence of field-evolved resistance to CrylF protein (Farias et al., 2014;
Monnerat et al., 2015). The resistance of FAW to CrylAb and CrylF proteins negatively
affected the performance of Optimum Intrasect, which express both Bt proteins, due to cross-
resistance (Hernandez-Rodriguez et al., 2013; Carriere et al., 2015; Jakka et al., 2015).

The YieldGard VT PRO, YieldGard VT PRO 3 and PowerCore maize were effective
against FAW during the early-planted maize of 2015/16; however, had control failures in the

late planting. In south Brazil, the cool winter (April to July) is limiting for the cultivation of
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main host plants of FAW as maize, sorghum and rice, causing a reduction in the population
density of this pest. Because of this, in early planting of maize, after the winter period, is
expected a lower infestation of FAW, which may explain the better performance of some Bt
maize technologies in this period. In contrast, in late planting due to increase in the cultivated
host plants, as consequence of favorable weather conditions, is expected a higher FAW
population density and, consequently, severe infestations in maize. The damage of FAW in Bt
maize technologies in late planting can also be a consequence of selection pressure and low
adoption of refuge areas for resistance management in the early planting, which may increase
the frequency of resistant individuals and, consequently, damage in maize technologies that
express pyramided Cryl proteins. This hypothesis is supported by the presence of cross-
resistance between Cryl proteins, which have high similarity in amino acid sequence and use
the same biding sites in the midgut of FAW (Huang et al., 2014; Bernardi et al., 2015b;
Santos-Amaya et al., 2015; Carriére et al., 2015; Horikoshi et al., 2016). Even the expression
of Cry2Ab2 protein in some pyramided maize plants, its toxicity is not enough to kill FAW
larvae resistant to Cryl proteins (Bernardi et al., 2015b; Carriére et al., 2015; Santos-Amaya
et al., 2015). On the other hand, the Cry3Bb1 protein expressed in YieldGard VT PRO 3 does
not have FAW as pest-control target (Carriere et al., 2016). In Brazil, this Bt protein has been
expressed in maize against larvae of Diabrotica speciosa (Germar).

In our study, Agrisure Viptera and Agrisure Viptera 3 maize were the most effective
against FAW in both planting periods. This performance is due to the high toxicity of
Vip3Aa20 protein to FAW, and low frequency of resistance alleles to this protein in Brazilian
populations of this species (Bernardi et al., 2015b, ¢). In the IRM context, Vip3A proteins are
essential to reduce the frequency of resistant individuals to Cry protein, and vice-versa
(Bernardi et al., 2015b). This is possible due to absence of cross-resistance between Vip and

Cry proteins, which do not have homology in amino acid sequence and use distinct binding
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sites in midgut of the target pests (Lee et al., 2003; Jackson et al., 2007; Carriére et al., 2015).
Therefore, maintaining FAW population susceptibility to Cry and Vip proteins expressed in
maize is essential for the long term use of this control tactic in Brazil.

In early-planted maize of 2015/16, it was necessary insecticides over Agrisure TL,
Herculex, and Optimum Intrasect to complement the FAW control. All the insecticides used
reduced damages caused by FAW to these Bt maize. In late-planted maize, with the exception
of Agrisure Viptera and Agrisure Viptera 3, all the other Bt maize evaluated requiring
insecticide sprays for FAW control. The spinetoram in 1st and 2nd sprays; methomyl +
chlorantraniliprole (1st spray) and indoxacarb (2nd spray); lambda-cyhalothrin + lufenuron
(1st spray) and lambda-cyhalothrin + chlorantraniliprole (2nd spray) showed the better
efficacy against FAW larvae that survive in Bt and non-Bt maize. These insecticides were
also effective against FAW when used over non-Bt maize in the central-west region in Brazil
and in the United States (Tomquelski et al., 2007; Hardke et al., 2011; 2014). However, it is
worth mentioning that, a high frequency of resistance to spinosad, lambda-cyhalothrin, and
lufenuron was already detected in Brazilian populations of FAW (Diez-Rodriguez et al.,
2001; Okuma, 2015; Nascimento et al., 2016). In contrast, it was reported a low frequency of
resistance to chlorantraniliprole in the same populations (Ribeiro, 2014). These aspects
reinforce the need for adoption of IRM strategies, such as, rotation of insecticides with
distinct mode of action and use of selective insecticides against FAW.

In summary, Bt maize technologies that express Cryl proteins, isolated or pyramided,
shows control failures of FAW. This demonstrate that, in the next seasons, there will be an
increase in the insecticide sprays over Bt maize to complement the control of this species.
Therefore, monitoring the presence of FAW larvae and damage in Bt and non-Bt maize plants
IS necessary to support the decision-making to use synthetic insecticides. According to IRAC

Brazil (2015), the use of insecticides against FAW over Bt maize and non-Bt maize (refuge)



38

is recommended when 20% of the plants showed damage rating >3. In the refuge, insecticides
should be sprayed only until Vs stage of growth. However, Bt maize could also be integrated
with other control tactics as biological control, which would represent the resumption of IPM

to managing FAW.
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4 ARTIGO 2

DANOS DE Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) EM MILHO Bt E SEU CONTROLE COM INSETICIDAS
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ARNEMANNT! e EDUARDO B. BORTOLUZI, JERSON V. C. GUEDES!
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RESUMO - No Brasil, a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith 1797), é a
principal desfolhadora do milho, cujo controle tem sido realizado basicamente com milho Bt e
inseticidas. Neste estudo, nos avaliamos os danos de S. frugiperda em milho Bt e o controle
das lagartas sobreviventes com inseticidas. Durante duas safras consecutivas de 2015-16
foram avaliadas sete tecnologias de milho Bt e quatro moléculas inseticidas. As avaliacfes
foram realizadas a cada 5 dias, contando-se 0 numero de plantas danificadas e atribuindo-se
uma nota visual de dano (Escala Davis). As pulverizacGes de inseticidas foram realizadas
sempre que 10% das plantas apresentaram nota de dano >3. Na 12 safra de 2015-16, Agrisure
TL (CrylAb), Herculex (CrylF), Optimum Intrasect (CrylAb/CrylF) e milho néo-Bt
apresentaram danos severos de S. frugiperda, necessitando até trés pulverizacBes de
inseticidas para complementar o controle da praga. Todos o0s inseticidas testados nessa safra
apresentaram  eficacia superior a 65%. Em contraste, YieldGard VT PRO
(CrylA.105/Cry2Ab2), PowerCore (CrylA.105/CrylF/Cry2Ab2), Agrisure Viptera
(Vip3Aa20) e Agrisure Viptera 3 (Vip3Aa20/CrylAb) apresentaram danos irrelevantes, ndo
requerendo uso de inseticidas. Na 22 safra de 2015-16, com excecdo de Agrisure Viptera e
Agrisure Viptera 3, todas as demais tecnologias de milho Bt avaliadas apresentaram danos
significativos de S. frugiperda, necessitando até quatro pulverizacdes de inseticidas para o
controle efetivo da praga. Nessa safra, o inseticida spinetoram foi aquele que apresentou a

melhor eficicia de controle, variando de 55 a 83%.
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Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho, controle quimico, milho Bt, resisténcia de insetos

DAMAGES OF Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) IN Bt MAIZE AND ITS CONTROL WITH INSECTICIDES
ABSTRACT - In Brazil, the fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith 1797), is the
main pest of maize, whose control has been carried out with Bt maize and insecticides. In this
study, we evaluated the damages of S. frugiperda in Bt maize and the control of surviving
larvae with insecticides. During two consecutive seasons of 2015-16, seven Bt maize
technologies and four insecticides were evaluated. During two maize seasons of 2015-16,
every five days, were counted the number of damaged plants and damage rating was
attributed to each plant according to the Davis scale. The insecticide sprays were carried out
when 10% of the plants presented damage rating >3. In the 1st season of 2015-16, Agrisure
TL (CrylAb), Herculex (CrylF), Optimum Intrasect (CrylAb/CrylF) and non-Bt maize
showed severe damage of S. frugiperda, requiring up to three insecticide sprays to
complement the control of this pest. All the insecticides tested in this season showed efficacy
greater than 65%. In contrast, YieldGard VT PRO (CrylA.105/Cry2Ab2), PowerCore
(CrylA.105/CrylF/Cry2Ab2), Agrisure Viptera (Vip3Aa20) and Agrisure Viptera 3
(Vip3Aa20/CrylAb) presented irrelevant damage and did not require insecticide use. In the
2nd season of 2015-16, with the exception of Agrisure Viptera and Agrisure Viptera 3, all
other Bt maize technologies evaluated showed significant damages of S. frugiperda, requiring
up to four insecticide sprays for the effective control. In this season, the spinetoram

insecticide showed the higher control efficacy, ranging from 55 to 83%.

Keywords: Fall armyworm, chemical control, Bt maize, insect resistance

No Brasil, milho ¢ cultivado em mais de 16 milhdes de hectares por ano, e em todas as
regibes do Pais (CONAB, 2016). Na maioria das regides, o sistema de cultivo de milho tem
sido realizado em duas épocas denominadas de 12 e 22 safra, sendo que, nos Ultimos anos a 22
safra se tornou a mais representativa, com 61% da producdo e mais de 25% da area total
ocupada por essa cultura, durante as safras de 2015-16 (Céleres, 2015).

Dentre 0s insetos-praga que atacam a cultura do milho destaca-se a lagarta-do-cartucho,
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797), a qual é considerada a espécie mais destrutiva,

podendo reduzir a produtividade em até 57%, dependendo das condi¢Ges de cultivo e do
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hibrido utilizado (Cruz et al., 1999; Cruz et al., 2012). O desenvolvimento desta espécie tem
sido favorecido pelo sistema intensivo de produgdo de -cultivos, que disponibiliza
continuamente plantas hospedeiras para sua sobrevivéncia e aumento populacional. Por
exemplo, na regido central do Brasil, mesmo que o inverno seja seco e quente e limitante a
producéo de cultivos, a adogao de sistema de irrigacdo (pivo central) possibilita a producdo de
milho durante o ano todo, favorecendo o desenvolvimento da praga (Martinelli et al., 2006).
Por outro lado, na regido Sul, as baixas temperaturas no periodo de inverno limitam o cultivo
de plantas hospedeiras e, consequentemente, desfavorecem o desenvolvimento da praga,
reduzindo as infestagdes na safra subsequente de milho (Farias et al., 2014).

No Brasil, a liberacdo comercial de eventos de milho expressando proteinas inseticidas
de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) forneceu uma alternativa eficiente para o controle de S.
frugiperda. No entanto, a adogdo continua de milho Bt para controle de S. frugiperda expde
as populacbes da praga a uma intensa pressdao de selecdo, favorecendo a evolugdo da
resisténcia (McGaughey & Whalon, 1992). No Brasil, S. frugiperda evoluiu para resisténcia a
CrylF e CrylAb expressas em milho (Farias et al., 2014; Omoto et al., 2016). Também foi
reportada uma alta frequéncia de resisténcia de S. frugiperda a tecnologias de milho Bt que
expressam proteinas Cryl piramidadas (Bernardi et al., 2015a).

A evolucdo da resisténcia de S. frugiperda a proteinas Bt expressas em milho tem
ocasionado falhas repetidas de controle da praga a campo. Devido a isso, 0 uso de inseticidas
em areas de cultivo de milho Bt aumentou consideravelmente em todas as regides de
producédo de milho no Brasil. Atualmente, o uso de milho Bt e a associacdo com inseticidas se
tornou necessaria para um controle satisfatério de S. frugiperda (Blanco et al., 2016). Baseado
nisso, nos avaliamos os danos de S. frugiperda em milho Bt e o controle das lagartas

sobreviventes com o uso de inseticidas.

Material e Métodos

Os estudos foram conduzidos em condi¢cdes de campo de producdo com infestacao
natural de S. frugiperda, em Santa Maria-RS (29° 43’ 28,02” S e 53° 33* 33,79” O), durante o
ano agricola de 2015-16. O milho foi cultivado em duas safras, sendo a 12 safra semeada no
dia 25 de novembro de 2015 e a 22 safra no dia 4 de janeiro de 2016. O milho foi cultivado
com espagamento de 0,45 m entre linhas e densidade de 4 sementes/m linear. Foram avaliadas

sete tecnologias de milho Bt (Tabela 1) e sua associagdo com trés inseticidas. Os inseticidas
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testados foram: clorfenapir (192 g i.a./ha); clorpirifés + diflubenzurom (720 + 96 g i.a./ha) e
spinetoram (12 g i.a./ha).

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso (4 blocos) e cada unidade
experimental (parcela) foi representada por 5 linhas de milho (4 m de comprimento x 0,45 m
entre linhas). Cada bloco foi composto por 4 parcelas. As avaliacbes de danos de S.
frugiperda em milho foram realizadas a cada 5 dias, nas trés folhas centrais do “cartucho” de
10 plantas consecutivas da linha central de cada parcela. Para cada planta atribuiu-se uma nota
de dano, de acordo com a escala Davis (0 - nenhum dano visual a 9 - danos severos) (Davis et
al., 1992). Além da nota de dano também se contabilizou o nimero de plantas com a presenca
de danos no cartucho (convertido em porcentagem de plantas danificadas). A pulverizacdo
dos inseticidas foi realizada quando 10% das plantas, em cada amostragem, apresentaram nota
de dano >3. As pulverizacdes de inseticidas foram realizadas com pulverizador costal
pressurizado com CO, barra de 2 m e espagamento entre bicos de 0,5 m (pontas tipo leque
XR 110.02), sendo o volume de calda utilizado de 200 I/ha.

Tabela 1. Tecnologias de milho Bt avaliadas.

Tecnologia Evento Proteina Bt Hibrido

Agrisure TL Bt1l CrylAb Syngenta 3949
Herculex TC1507 CrylF Biogene 7060
Agrisure Viptera MIR162 Vip3Aa20 Syngenta Supremo
YieldGard VT

PRO MON89034 CrylA.105/Cry2Ab2 Agroeste 1572
Optimum Intrasect MON810 x TC 1507 CrylF/CrylAb Pioneer 30F53
Agrisure Viptera3  Btll x MIR162 x GA21 CrylAb/Vip3Aa20 Syngenta Status
PowerCore MON89034 x TC1507 CrylA.105/Cry2Ab2/CrylF Morgan 30A77
Né&o-Bt - - Pioneer 30F53

Anadlise estatistica

Os dados de porcentagem de plantas danificadas foram submetidos a analise de
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk usando o procedimento PROC UNIVARIATE no
software SAS® 9.1 (SAS Institute, 2002). Em seguida, os dados foram analisados utilizando
procedimento PROC GLM no software SAS® 9.1 (SAS Institute, 2002). A diferenca entre os

tratamentos foi determinada com o uso do procedimento LSMEANS ao nivel de significancia
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p = 0,05 no software SAS® 9.1 (SAS Institute, 2002). A eficiéncia de controle dos inseticidas
foi calculada pela formula de Abbott (Abbott, 1925), a partir do nimero de plantas
danificadas presentes na avaliacao realizada aos 5 dias apds cada pulverizacao.

Resultados e Discussao

Em geral, as tecnologias de milho Bt que expressam proteinas Cry, isoladas ou em
piramide, apresentaram danos de S. frugiperda (Fig. 1). Durante a 1?2 safra de 2015-16,
Agrisure TL, Herculex e Optimum Intrasect foram severamente danificados por S. frugiperda,
ndo diferindo do milho ndo-Bt (Tabela 1). Nessas tecnologias, a partir do estadio Vs.¢ foram
realizadas pulverizacdes de inseticidas para complementar o controle da praga. Em milho néo-
Bt, todos os inseticidas apresentaram eficiéncia superior a 64%, apos duas pulverizacOes
(Tabela 1). Em milho Herculex, Optimum Intrasect e Agrisure TL, os inseticidas spinetoram e
clorfenapir foram os mais efetivos no controle de S. frugiperda, com eficiéncia superior a
80%, apos duas pulverizacdes (Tabela 1). Em contraste, em Yieldgard VT PRO, PowerCore,
Agrisure Viptera e Agrisure Viptera 3, ndo houve a necessidade do uso de inseticidas.

Na 22 safra de 2015-16, Herculex, Agrisure TL e Optimum Intrasect e milho ndo-Bt
também foram severamente danificados por S. frugiperda (Fig. 1). Devido a isso, houve a
necessidade de 3 a 4 pulverizagdes de inseticidas para um controle da praga. Em contraste a 12
safra, na qual se iniciou as pulverizagdes no estadio Vs, na 2° safra as pulverizagdes se
iniciaram em V;, quando houve a maior porcentagem de plantas danificadas (Fig. 1). Na 22
safra, com excecdo de Agrisure Viptera e Agrisure Viptera 3, nas demais tecnologias de milho
Bt testadas foi necessario 0 uso inseticida para controlar S. frugiperda. Em milho Herculex,
Agrisure TL, Optimum Intrasect, PowerCore e YieldGard VT PRO, mais de 40% das plantas
foram danificadas por S. frugiperda (Tabela 2). Em contraste, em milho ndo-Bt, mais de 95%
das plantas foram danificadas. Durante a 22 safra, o inseticida spinetoram foi 0 mais efetivo
(eficiéncia de 80 a 94%) no controle de lagartas sobreviventes de S. frugiperda em Herculex,
Agrisure TL, Optimum Intrasect e milho ndo-Bt. Em milho PowerCore e YieldGard VT PRO
todos os inseticidas testados apresentam eficiéncia similar, variando de 50 a 63% (Tabela 2).
Em contraste, em Agrisure Viptera e Agrisure Viptera 3 ndo houve a necessidade da
pulverizacdo de inseticidas, pois os danos foram insignificantes.

Os danos de S. frugiperda em milho Bt expressando proteinas Cry durante a 12 e 22 safra

de 2015-16 se devem a evolugdo da resisténcia de S. frugiperda as proteinas CrylF e CrylAb
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(Farias et al., 2014; Omoto et al., 2016). No caso especifico de Agrisure TL que expressa
CrylAb, se deve também a baixa afinidade e rapida degradacéo da proteina no meséntero do
inseto (Aranda et al., 1996; Miranda et al., 2001). Os danos também ocorreram devido a
presenca de resisténcia cruzada entre proteinas Cryl (Herndndez-Rodriguez et al., 2013;
Carriere et al., 2015; Jakka et al., 2015). Isso afetou negativamente a eficacia de tecnologias
de milho Bt com expressdo de proteinas piramidadas, como Optimum Intrasect, PowerCore e
YieldGard VT PRO, os quais também apresentaram danos severos de S. frugiperda,
principalmente na 22 safra. Mesmo a expressdo de Cry2Ab2 em PowerCore e YieldGard VT
PRO, a qual ndo compartilha sitios de ligacdo com proteinas Cry1, ndo é suficiente para matar
S. frugiperda (Bernardi et al., 2015a; Santos-Amaya et al., 2015). Nessa safra, Agrisure
Viptera e Agrisure Viptera 3 também dispensaram o uso de inseticidas.

Durante a 12 safra 2015-16, todos os inseticidas testados para o controle de lagartas de
S. frugiperda em milho Bt e ndo Bt apresentaram eficiéncia superior a 80% (Tabela 1); no
entanto, houve variagdo significativa na eficiéncia no decorrer da 22 safra (Tabela 2). A
melhor performance dos inseticidas na 12 safra provavelmente ocorre devido a baixa pressdo
populacional da praga, cuja densidade reduziu no periodo de inverno. Em contraste, devido ao
cultivo de plantas hospedeiras ap6s o inverno, houve um aumento na densidade populacional
e, consequentemente das infestacfes e danos de S. frugiperda em milho Bt e ndo-Bt durante a
2% safra. Nesta safra, o inseticida spinetoram foi aquele que, de modo geral, apresentou a
melhor performance no controle de S. frugiperda, variando de 55 a 80% (Tabela 2). Esse
inseticida teve similar eficacia para S. frugiperda em algodao ndo-Bt (Hardke et al., 2014).
Isso se deve a elevada toxicidade dessa molécula para espécies de Spodoptera, seletividade a
inimigos naturais e acdo rapida no sistema nervoso (Huang et al., 2011; Belay et al., 2012).
No entanto, vale ressaltar que, a resisténcia a inseticidas do grupo das spinosinas (Spinosad)
ja foi caracterizada em S. frugiperda no Brasil (Okuma, 2015).

Em resumo, nas proximas safras, o uso de milho Bt em associacdo com inseticidas sera
fundamental para o manejo de S. frugiperda; no entanto, é urgente o uso de estratégias de
manejo da resisténcia, como adocdo de areas de reflgio e rotacdo de modos de acdo, para

preservar as proteinas Bt e os inseticidas que ainda sdo eficientes no manejo desta espécie.

Conclusoes
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Os danos de S. frugiperda em milho expressando proteinas Cry foram severos,
especialmente na 22 safra, necessitando o uso de inseticidas para complementar o controle.

Os danos de S. frugiperda em milho expressando Vip3Aa20 foram insignificantes.

Todos os inseticidas testados foram eficientes no controle de S. frugiperda em milho Bt

na 12 safra, entretanto, na 22 safra o inseticida spinetoram apresentou melhor performance.
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Figura 1. Porcentagem de plantas danificadas e nota média de dano (Escala Davis) de S.

frugiperda em milho Bt e ndo-Bt durante a 1* e 2% safra de 2015-16.



Tabela 2. Porcentagem de plantas de milho Bt e ndo-Bt danificadas por S. frugiperda e eficiéncia de controle de inseticidas na 12

safra de 2015-16.

12 pulverizagdo

22 pulverizagéo

32 pulverizacéo

Eficiéncia

Milho Inseticida % plantas Eficiéncia = % plantas Eficiéncia | % plantas Eficiéncia média (%)
danificadas® (%) danificadas® (%) danificadas® (%)

Testemunha 70.0a 0.0 87.5a 0.0 - - 0.0

NZo-Bt Clorfe_n_a;,)ir _ 70.0a 96.0 25.0b 73.5 - - 84.8
Clorpirifés + Diflubenzurom 77.5a 100.0 325D 100.0 - - 100.0
Spinetoram 65.0 a 100.0 175D 64.7 - - 82.4
Testemunha 725a 0.0 90.0a 0.0 - - 0.0

Herculex Clorfe?n.apir . 775a 96.4 55.0ab 94.1 - - 95.3
Clorpirifés + Diflubenzurom 77.5a 89.3 30.0b 70.6 - - 79.9
Spinetoram 62.5a 89.3 225b 91.2 - - 90.2
Testemunha 50.0 a 0.0 85.0a 0.0 775 0.0 0.0

Optimum Intrasect Clorfgn.apir . 475a 61.8 325b 88.6 - - 75.2
Clorpirifés + Diflubenzurom  50.0 a 79.4 175b 74.3 47.5 75.0 76.2
Spinetoram 52.5a 82.4 15.0b 80.0 - - 81.2
Testemunha 55.0a 0.0 62.5a 0.0 82.5 0.0 0.0

. Clorfenapir 375D 56.0 27.5ab 73.7 - - 64.8

Agrisure TL Clorpirifés + Diflubenzurom ~ 47.5 b 76.0 15.0b 55.3 57.5 77.1 69.5

Spinetoram 475b 72.0 175hb 97.4 - - 84.7

Médias na mesma coluna em cada milho Bt e seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes (LSMEANS com ajuste de Tukey, P > 0,05).
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Tabela 3. Porcentagem de plantas danificadas de milho Bt e ndo-Bt porr S. frugiperda e eficiéncia de controle dos inseticidas
na 22 safra de 2015-16.

12 pulverizagdo

22 pulverizagéo

32 pulverizacéo

42 pulverizagéo

. - A A A -~ Eficiéncia
Milho Inseticida % plantas Eficiéncia | % plantas Eficiéncia | % plantas Eficiéncia | % plantas Eficiéncia = edia (%)
danificadas® (%) danificadas® (%) danificadas® (%) danificadas® (%)
Testemunha 475a 0.0 65.0a 0.0 925a 0.0 100.0 a 0.0 0.0
N&o-Bt Clorfenapir 325a 65.2 325a 40.5 55.0a 30.8 60.0b 56.4 48.2
Clorpirifés + Diflubenzurom 45.0a 82.6 35.0a 135 80.0a 38.5 40.0c 46.2 45.2
Spinetoram 40.0 a 82.6 37.5a 73.0 25.0b 76.9 12.5d 87.2 79.9
Testemunha 65.0a 0.0 95.0a 0.0 87.5a 0.0 - - 0.0
Herculex Clorfenapir 575a 23.7 725a 54.3 40.0b 67.5 - - 48.5
Clorpirifés + Diflubenzurom 60.0 a 10.5 85.0a 457 475b 45.0 - - 33.7
Spinetoram 60.0 a 71.1 275b 714 25.0b 85.0 - - 75.8
Testemunha 450a 0.0 95.0a 0.0 925a 0.0 - - 0.0
Optimum Clorfenapir 575a 34.2 62.5 be 37.8 57.5ab 79.5 - - 50.5
Intrasect Clorpirifés + Diflubenzurom 47.5a 447 52.5 bc 48.6 475hb 48.7 - - 47.4
Spinetoram 60.0 a 78.9 20.0d 75.7 225b 94.9 - - 83.2
Testemunha 725a 0.0 925a 0.0 95.0a 0.0 - - 0.0
Agrisure TL Clorfenapir 57.5ab 18.9 75.0ab 52.6 45.0b 66.7 - - 46.1
Clorpirifés + Diflubenzurom 45.0b 32.4 62.5ab 47.4 50.0b 8.3 - - 29.4
Spinetoram 45.0b 59.5 37.5b 68.4 30.0b 80.6 - - 69.5
Testemunha 525a 0.0 775a 0.0 - - - - 0.0
YieldGard Clorfenapir 525a 35.5 50.0 ab 85.7 - - - - 60.6
VT PRO Clorpirifés + Diflubenzurom 40.0 a 54.8 35.0b 71.4 - - - - 63.1
Spinetoram 45.0a 48.4 40.0b 74.3 - - - - 61.3
Testemunha 70.0a 0.0 725a 0.0 - - - - 0.0
PowerCore Clorfgn_apir . 65.0 a 51.7 35.0a 62.5 - - - - 57.1
Clorpirifés + Diflubenzurom 42.5a 37.9 45.0a 62.5 - - - - 50.2
Spinetoram 57.5a 55.2 325a 56.3 - - - - 55.7

®Médias na mesma coluna em cada milho Bt e seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes (LSMEANS com ajuste de Tukey, P > 0,05).
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5 DISCUSSAO

Um dos grandes desafios da agricultura, para a manutencdo da sustentabilidade da
atividade, é o controle de pragas, tendo em vista a grande proporcao de perdas que elas podem
causar as culturas. Nesse sentido, a combinacdo de conhecimentos e tecnologias é de
fundamental importancia para se obter eficiéncia.

A evolucdo da biotecnologia possibilitou a producdo de plantas geneticamente
modificadas, que induzem a producéo de toxinas toxicas para algumas espécies-praga, dentre
elas a lagarta-do-cartucho do milho. A disponibilidade desta tecnologia foi extremamente
importante, se tornando uma das principais taticas de controle em programas de Manejo
Integrado de Pragas, reduzindo a utilizacdo de inseticidas sobre as culturas, reduzindo custos e
trazendo beneficios ambientais, uma vez que sdo altamente especificas. Entretanto, com o uso
intensivo das plantas Bt, sem atender algumas estratégias para 0 manejo de resisténcia como o
uso de areas de refagio, rotacdo de culturas e utilizacdo de interacdo de métodos de controle,
diversos casos de resisténcia de pragas vem sendo detectadas no mundo todo, pondo em risco
esta ferramenta tdo importante para grandes agroecossistemas.

Sendo assim, o trabalho realizado trouxe resultados de campo, demonstrando a atual
situacdo de controle de S. frugiperda dos diferentes eventos Bt na cultura do milho e sua
associacdo com inseticidas para complementar o controle, uma vez que algumas tecnologias
estdo apresentando falhas no controle da praga. Com os dois artigo que compde a dissertacao
de mestrado, foram evidenciados alguns pontos chave, como a reducdo de eficiéncia de
controle de milhos Bt expressando proteinas Cryl (isoladas ou em piramide) e consequente
necessidade de aplicacdo de inseticida para o efetivo controle de S. frugiperda, alta eficiéncia
dos milhos expressando proteina Vip3Aa20, grande diferenca de ataque de S. frugiperda a
cultura do milho entre as duas épocas de semeadura, sendo bastante dificultado o manejo em
semeaduras tardias, necessidade de monitoramento frequente, umas vez que depois que a

lagarta se estabelece no “cartucho” da plana de milho, o acesso com o inseticida ¢ dificultado
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6 CONCLUSOES

Os danos de S. frugiperda em milho expressando proteinas Cryl, tanto de forma
isolada, quanto em piramidacéo sdo severos (acima de 55% de plantas atacadas), necessitando
0 uso de inseticidas para complementar o controle;

Tecnologias de milho expressando proteinas CrylA.105/Cry2Ab2 séo eficientes no
controle de S. frugiperda, na 12 safra;

Os danos de S. frugiperda em milho expressando Vip3Aa20 sdo insignificantes
(<0,5%), dispensando aplicacdo de inseticidas;

Na 22 safra, spinetoram em 1% e 22 pulverizacdo; metomil + chlorantraniliprole (12
pulverizagdo) e indoxacarb (22 pulverizagéo); lambdacialotrina + lufenuron (12 pulverizagéo)
e lambdacialotrina + chlorantraniliprole (22 pulverizagdo), foram os tratamentos mais
eficientes no controle de S. frugiperda;

A infestacdo de S. frugiperda em semeadura tardia (22 safra) é bastante acentuada,
apresentando significativa diferenca quando comparada a 12 safra;

Os picos de infestacdo de S. frugiperda ocorreram de forma mais precoce na 22 safra

(entre os estadios V3 e V4), enquanto que na 12 safra ocorrem entre V7 e V8.
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ANEXOS

Anexo 1. Descrigdo dos estadios de desenvolvimento do milho.

Estadios vegetativos

VE - emergéncia

V1 - primeira folha expandida
V2 - segunda folha expandida
V3 - terceira folha expandida
V4 - quarta folha expandida
V5 - quinta folha expandida
V/(n) - enésima folha expandida

VT - pendoamento

Estadios reprodutivos

R1 - espigamento (polinizacao)
R2 - grdo em bolha

R3 - grédo leitoso

R4 - gréo pastoso

R5 - grdo dentado

R6 - maturacéo fisioldgica

Fonte: RITCHIE, S. W.; HANWAY, J. J.; BENSON, G. O. How a corn plant develops. Special Bulletin, lowa,
n. 48. 1993.
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Anexo 2. Médias de temperatura (Celsius), Umidade Relativa do Ar (URar %) e pluviosidade
acumulada (mm) a cada 10 dias no periodo de 25 de Novembro de 2015 a 18 de Abril de
2016, relativos ao periodo de desenvolvimento da primeira safra. Dados obtidos na Estacéo
Meteoroldgica da UFSM. Santa Maria, RS.
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Anexo 3. Médias de temperatura (Celsius), Umidade Relativa do Ar (URar %) e pluviosidade
acumulada (mm) a cada 10 dias no periodo de 04 de Janeiro de 2016 a 06 de Maio de 2016,
relativos ao periodo de desenvolvimento da segunda safra. Dados obtidos na Estacdo
Meteoroldgica da UFSM. Santa Maria, RS.
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Anexo 4. Escala de avaliagdo visual de danos de Spodoptera frugiperda na cultura do milho,

adaptada de Davis, 1992. Fonte: Pioneer Sementes.
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Anexo 5. Danos de Spodoptera frugiperda em tecnologias de milho Bt e ndo-Bt sem
pulverizacdo de inseticidas. Santa Maria-RS, 2015/16.
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