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RESUMO

A cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis (Hemiptera: Cicadellidae) é responsavel por prejuizos
na producdo do milho principalmente por ser vetora dos patdégenos dos enfezamentos
vermelho (MBSP) e péalido (CSS), e da virose-da-risca-fina (MRFV). As tecnologias
transgénicas Bt da cultura sdo voltadas para o0 manejo de lagartas de lepiddpteros, com 0 uso
de hibridos que codificam proteinas Bt a partir da expressdo de apenas um alelo do gene
transgénico. A adicdo de outro alelo é uma abordagem recente e promissora visando ao
manejo de lagartas resistentes na cultura do milho. Assim, torna-se importante conhecer 0s
efeitos da adicdo do alelo transgénico na infestacdo e injdrias em pragas ndo alvo da
tecnologia da cultura para suportar a viabilidade do uso dessa estratégia de manejo. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a influéncia de hibridos de milho que expressam as proteinas Cry1F,
CrylA.105 + Cry2Ab2 em homozigose em compara¢do com suas versdes em hemizigose e
convencional na ocorréncia de D. maidis e das doencas transmitidas a cultura e producédo de
grdos. Os experimentos foram realizados em Lavras-MG e Jaboticabal-SP em duas safras
agricolas, com trés hibridos aqui denominados H1, H2 e H3 com os eventos TC1507 X
MONS89034 x NK603 (PowerCore™) com os transgenes em homozigose e hemizigose e um
hibrido convencional, constituindo sete tratamentos e quatro blocos. O nimero de D. maidis
foi avaliado ao longo do estadio vegetativo e a porcentagem de plantas com sintomas das
doencas no estadio reprodutivo. A produtividade de grdos foi avaliada ao quando as plantas
atingiram maturidade fisiologica em cada localidade e safra. Em geral, os hibridos
homozigotos e hemizigotos ndo foram diferentes quanto & incidéncia de D. maidis e
transmissdo das doencas, nao havendo efeito negativo da adicdo dos alelos transgénicos nos
hibridos homozigotos. Com relagéo ao rendimento de gréos, os hibridos homozigotos tiveram
desempenho semelhante aos hibridos hemizigotos e o convencional, sendo maiores nos
transgénicos nas primeiras safras de ambas localidades. Conclui-se que os hibridos
transgénicos que expressam as proteinas CrylF, CrylA.105 + Cry2Ab2 em homozigose nédo
favorecem a infestacdo de D. maidis e ocorréncia das doencas transmitidas em relacdo as
respectivas versGes em hemizigose. O fator zigosidade também ndo causa efeito negativo
sobre a produtividade de gréos de milho.

Palavras-chave: Transgenes. Homozigose. Cigarrinha-do-milho. Virose-da-risca-fina.

Enfezamento vermelho. Enfezamento palido.



ABSTRACT

The corn leafhopper Dalbulus maidis (Hemiptera: Cicadellidae) is responsible for causing
losses in maize production by vectoring transmission of the pathogens Mayze bush stunt
phytoplasma (MBSP), Corn stunt spiroplasma (CSS), and Maize rayado fino virus (MRFV).
Deployment of transgenic technologies in maize crop is focused on the management of
lepidopteran larvae, with the use of hybrids encoding Bt proteins from expression of only one
allele of the transgenic gene. The addition of another allele is a recent approach that is
promising for management of resistant larvae in maize crop. Thus, it is important to
understand the effects of adding a transgenic allele on the infestation and injury of pests non-
target of the technology to support the viability of using this management strategy. This work
aimed at evaluating the influence of maize hybrids expressing the proteins CrylF, Cry1lA.105
+ Cry2Ab2 in homozygosis in comparison with their versions in hemizygosis and a
conventional hybrid on the occurrence of D. maidis, the diseases transmitted, and grain yield.
Experiments were carried out in Lavras-MG and Jaboticabal-SP in two crop seasons, with
three hybrids here referred to as H1, H2, and H3 containing the events TC1507 x MON®89034
x NK603 (PowerCore™) with the transgenes in homozygosis and hemizygosis and a
conventional hybrid, totaling seven treatments and four blocks as replicates. The number of
D. maidis was recorded throughout plants vegetative stage, and the percentage of plants with
the diseases symptoms at the reproductive growth stage of maize. Grain yield was recorded at
physiological maturity in each location and crop season. Overall, homozygous and
hemizygous hybrids did not differ for the incidence of D. maidis and diseases transmission,
without negative effects with the addition of the transgenic allele in the homozygotes.
Regarding grain yield, homozygous hybrids performed similar to the hemizygous and
conventional hybrids, and the transgenic hybrids attained higher yields in the first seasons of
both experiment sites. As conclusion, transgenic hybrids expressing the proteins CrylF,
Cry1lA.105 + Cry2A in homozygosis state do not favor infestation of D. maidis and diseases
transmission relative to the respective hemizygous versions. Zygosity also do not cause
negative effects on maize grain yield.

Keywords: Transgene. Homozigosis. Corn leafhopper. Maize Rayado Fino Virus. Maize
Bush Stunt Phytoplasma. Corn Stunt Spiroplasma.
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Figura 13 - Produtividade (kg ha-1) de grdos dos hibridos de milho em Lavras-MG.
Produtividade de grédos na safra 2017/2018 (A); Produtividade de grdos na safra 2018/2019

(B). Letras diferentes sobre as barras denotam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P <

Figura 14 - Ndmero médio (+ EP) de D. maidis no estddio V8 nos hibridos de milho
transgénicos em homozigose e hemizigose e hibrido convencional, na primeira safra em
Jaboticabal-SP. Hibrido homozigoto (ho), hibrido hemizigoto (he) e hibrido convencional

(co). Letras diferentes sobre as barras denotam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P

Figura 15 - Numero médio (£ EP) de D. maidis no estadio V8 nos hibridos de milho
transgénicos em homozigose e hemizigose e hibrido convencional, na segunda safra em
Jaboticabal-SP. Hibrido homozigoto (ho), hibrido hemizigoto (he) e hibrido convencional
(co). Letras diferentes sobre as barras denotam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P

Figura 16 - Incidéncia (%, = EP) de doencas nos hibridos de milho transgénicos em
homozigose, hemizigose e convancional no estadio R2-R3, na primeira safra em Jaboticabal-
SP. (A) enfezamento vermelho (MBSP), (B) enfezamento palido (CSS) e (C) virose-da-risca
(MRFV). Letras diferentes sobre as barras denotam diferenca significativa pelo teste de Tukey
(IS0 TP 45

Figura 17 - Incidéncia (%, + EP) de doencas nos hibridos transgénicos em homozigose e
hemizigose no estddio R2-R3, na primeira safra em Jaboticabal-SP. (A) enfezamento
vermelho (MBSP), (B) enfezamento péalido (CSS) e (C) virose-da-risca (MRFV). Letras
maiusculas indicam o desdobramento dos hibridos em funcéo das zigosidades e as minusculas
comparam os hibridos em funcdo de uma mesma zigosidade. Letras mailsculas e minusculas

sobre as barras denotam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05). ......cccevveneee 46

Figura 18 - Incidéncia (%, + EP) de doengas nos hibridos de milho transgénicos em
homozigose, hemizigose e convancional no estadio R2-R3, na segunda safra em Jaboticabal-
SP. Enfezamento vermelho (A), enfezamento péalido (B) e virose-da-risca (C). Letras

diferentes sobre as barras denotam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).....47
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Figura 19 - Produtividade de grdos (kg ha-1) nos hibridos de milho transgénicos em
homozigose, hemizigose e convancional nas safras de Jaboticabal-SP. (A) Produtividade de
grdos em 2017/2018, (B) Produtividade de grdos em 2018/2019. Letras diferentes sobre as
barras denotam diferencga significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).....cccccevrerenereninnnnnns 48
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1 INTRODUCAO

Grande parte dos eventos transgénicos Bt de milho sdo responsaveis pelo controle de
lepiddpteros, como a lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae),
considerada a principal praga desfolhadora da cultura do milho (NIU et al., 2014). H& relatos
da ampla incidéncia de S. frugiperda nas Américas e recentemente em 43 paises da Africa e
alguns da Asia, como India, China e Tailandia (GOERGEN et al., 2016; PRASANNA et al.,
2018; SHARANABASAPPA et al., 2018a; SHYLESHA et al., 2018). Devido a sua
importancia na reducdo da producdo de milho e outras culturas hospedeiras, Varios avangos
tecnoldgicos em melhoramento genético foram desenvolvidos e possibilitaram com a
biotecnologia desenvolver hibridos transgénicos resistentes (MIGUEL; ESPERANCINI;
GRIZOTTO, 2014). As concentracles e classes de proteinas Bt sintetizadas pelas plantas
transgénicas possuem grande influéncia na mortalidade de lagartas de S. frugiperda
(WAQUIL et al., 2004). Apesar da eficiéncia de controle proporcionada de modo geral pelos
transgénicos, aumentou-se 0 nimero de casos de resisténcia de S. frugiperda a varias
proteinas Bt em funcgdo de praticas inadequadas de manejo e variabilidade genética do inseto-
praga (FARIAS et al., 2014; JAKKA; KNIGHT; JURAT-FUENTES, 2014; STORER et al.,
2010; TABASHNIK; BREVAULT; CARRIERE, 2013).

A sustentabilidade das tecnologias Bt é um desafio para 0 Manejo de Resisténcia de
Insetos (MRI) devido a massiva ado¢do de hibridos resistentes a lagarta-do-cartucho, que
resultou no abandono do uso de importantes praticas de manejo integrado de pragas
(BIALOZOR, 2017). Assim, alguns fatores como a ndo adocdo de &reas de reflgio; a
sobrevivéncia de individuos heterozigotos; ambiente e altas temperaturas que favorecem o
crescimento populacional da praga; o cultivo de duas safras agricolas seguidas de milho
(STORER et al., 2010); bem como a utilizagdo de eventos com expressao de proteinas em
baixa dose (FARIAS et al., 2014; STORER et al., 2010), contribuem com o aumento da
frequéncia de genes resistentes em populagdes de insetos. Portanto, novas estratégias de MRI
devem ser pesquisadas a fim de proporcionar maior durabilidade das tecnologias transgénicas
quanto a eficiéncia de controle das pragas-alvo.

Novas abordagens em MRI estdo sendo investigadas, como a agdo aditiva do alelo
transgénico para o controle de lagartas com o objetivo de a proteina transgénica ser expressa
em alta dose, isto €, em concentragdes suficientes para causar a morte de mais de 95% dos
individuos heterozigotos da populagdo (HUANG; ANDOW; BUSCHMAN, 2011). Quando
uma planta estd com o transgene em hemizigose, apresenta dosagem genética de meio N,

enguanto individuos com o locus em homozigose podem chegar a dosagem do dobro de N; ou
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seja, quando o evento estd em homozigose € possivel atingir uma alta expressao do transgene,
que pode ser até quatro vezes maior em relacdo a planta hemizigota (CALIGARI et al., 1993;
HOWARD; HOOD, 2014; JAMES et al., 2002; LAW et al., 2006). Foi relatado que o0s niveis
de expressdo de proteinas Bt encontrados em folhas de milho em hibridos homozigotos foi de
54% para CrylF, 151% para CrylA.105 e 146% para Cry2Ab2 maiores que nas versoes
hemizigotos, sendo assim uma expressdo dobrada entre os hibridos e suas versdes (EGHRARI
etal., 2019).

A maioria dos hibridos de milho transgénicos desenvolvidos pelas empresas de
melhoramento sdo hemizigotos para a transgenia (EGHRARI et al., 2019; MORAES, 2017),
de modo que os hibridos contém um alelo transgénico e um alelo alternativo nulo, que
caracteriza os hibridos em hemizigose (GUADAGNUOLO; CLEGG; ELLSTRAND, 2006).
Em relacdo a adicdo do alelo nos hibridos, hd a possibilidade de se obter resultados
inesperados. Hibridos em homozigose podem apresentar efeitos positivos em funcdo do
aumento da concentracdo de proteinas na planta, porém, também pode acarretar efeitos
negativos, como causar silenciamento génico transcricional, pos-transcricional, e até ser letal,
ou ter o mesmo desempenho dos hemizigotos (EGHRARI et al., 2019; JAMES et al., 2002).

Apesar desses efeitos negativos em algumas ocasifes, essa nova abordagem pode
constituir uma estratégia alternativa eficiente e promissora no manejo de lagartas resistentes,
permitindo a expressao em alta dose das proteinas, o que também pode favorecer a utilizacdo
de eventos transgénicos que atualmente ja ndo possuem mais eficiéncia de controle em
campo. Para que essa estratégia seja eficiente e possa ser empregada, € de grande importancia
avaliar os efeitos sobre a infestacdo de outras pragas importantes da cultura do milho, dando
maior suporte a viabilidade de sua adogao.

A cigarrinha-do-milho Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera:
Cicadellidae) causa perdas significativas de produtividade a cultura do milho através da
succéo de seiva das plantas de maneira direta, e perdas indiretas por ser vetora de doencas. As
doencgas transmitidas as plantas de milho pelas cigarrinhas e 0s respectivos agentes causais
sdo o enfezamento palido (Spiroplasma kunkelii), o enfezamento vermelho (Phytoplasma) e a
virose-da-risca (“Maize rayado fino virus’> — MRFV), que provocam, entre outros sintomas, a
formacgéo de estrias esbranquicadas irregulares nas folhas a partir da base, e crescimento
reduzido das plantas; avermelhamento generalizado da planta, proliferacdo de espigas e
perfilhamentos; e a formacdo de pontos clordticos na base e ao longo das nervuras das folhas
jovens, respectivamente (OLIVEIRA; PINTO; FERNANDES, 2013). Prejuizos causados por

essas doengas tém sido observados principalmente em areas de cultivo de milho de segunda
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safra ou “milho safrinha” (OLIVEIRA, E., et al., 2002). Por possuir grande capacidade de
aumento da populacgéo e de dispersédo em regides produtoras de milho, as cigarrinhas infectam
facilmente lavouras em formacdo (OLIVEIRA; LOPES; NAULT, 2013).

Ainda ndo foram avaliados os efeitos da adi¢cdo de alelos transgénicos em hibridos de
milho em relacdo a ocorréncia de pragas ndo alvo da tecnologia, como a cigarrinha-do-milho.
Pelo fato de D. maidis transmitir patégenos as plantas de milho além das injurias diretas,
podem ser verificados efeitos mais complexos devido a possiveis interacdes dos transgenes
com 0s genes naturais das plantas, efeitos na fisiologia e produtividade das mesmas, e
suscetibilidade as doencas. Além disso, pode haver a possibilidade de maior incidéncia de D.
maidis nos hibridos homozigotos pela menor competicdo com as lagartas-alvo, como S.
frugiperda. Em relacdo as tecnologias de transgénicos avaliados no presente trabalho, ha a
expectativa de que a estratégia de uso de plantas em homozigose constitua uma maneira de
reciclar as tecnologias que estdo sendo perdidas com passar dos anos devido a evolucéo da
resisténcia em populagdes de espécies de lagartas, em especial S. frugiperda.

Dessa forma, espera-se com este trabalho elucidar os efeitos da zigosidade em hibridos
transgénicos de milho na infestacdo de D. maidis e sintomas das doencas transmitidas. As
informacdes aqui obtidas dardo maior suporte a viabilidade do uso dessa estratégia de manejo
de resisténcia de lagartas na cultura do milho.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da zigosidade em hibridos transgénicos de milho que expressam as
proteinas CrylF, CrylA.105 + Cry2Ab2 com os eventos (TC1507 x MON89034 x NK603),
na infestacdo de D. maidis, sintomas das doencas transmitidas e producéo de gréos.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos da zigosidade em trés hibridos transgénicos que expressam as
proteinas CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2 na infestacdo de D. maidis e sintomas das doengas
transmitidas nas safras de verdo de 2017/2018 e 2018/2019 em Lavras, MG;

- Avaliar os efeitos da zigosidade em trés hibridos transgénicos que expressam as
proteinas CrylF + CrylA.105 + Cry2Ab2 na infestacdo de D. maidis e sintomas das doengas
transmitidas na primeira e segunda safras de 2017/2018 em Jaboticabal, SP.

3 HIPOTESE

- Os hibridos de milho apresentam diferentes respostas quanto a infestacdo de D.

maidis e resisténcia as doencas transmitidas em funcdo da interacdo dos transgenes com 0s



demais genes das plantas e da interacdo com os diferentes ambientes.
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4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 Cultura do milho

O milho é o cereal mais produzido no mundo, cujos grdos sdo destinados a
alimentacdo humana e animal (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS - FAO, 2017). No Brasil, o milho é produzido em duas safras durante
um ano agricola, sendo a segunda safra ou “safrinha” responsavel por cerca de dois tercos da
producdo total (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2019). A
cultura do milho é de grande importancia econdmica, principalmente devido ao valor
nutricional dos grdos, por seu intenso uso na alimentacdo humana e animal, e como matéria-
prima para a industria (GALVAO et al., 2014).

A producdo de milho tem um papel socioeconémico importante no agronegocio
brasileiro devido a producdo dessa cultura estar inserida em todas as regides no pais, e
também em funcdo do grande volume de grdos produzidos, no qual a producdo nacional
primaria responde por 37% dos grdos (CALDARELLI; BACCHI, 2012). De acordo com a
ultima estimativa feita pela Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), a estimativa de
area de milho de primeira safra na safra 2019/20 é ter crescimento de 3,2% na area cultivada,
totalizando 4,23 milhdes de hectares, e a producdo estimada em 25,6 milhdes de toneladas,
0,3% superior a 2018/19. Para a producao total do milho primeira e segunda safras, estima-se
uma producdo de 100,1 milhdes de toneladas, 0,3% acima da safra passada (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2020).

Na cultura do milho, os insetos-praga podem causar perdas de até 20% na producéo,
que sdo estimadas em cerca de 2 bilhdes de délares (OLIVEIRA et al., 2014). Um importante
fator que contribuiu para a reducdo das perdas na producdo de milho tanto no Brasil quanto no
mundo foi o emprego da transformacdo genética de plantas visando ao controle de pragas
(MICHELOTTO et al., 2017; WAQUIL et al., 2013). No Brasil, 88,4% da area plantada é
ocupada com hibridos transgénicos (CELERES, 2017). A Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranga (CTNBI0) é a instituicdo que aprova organismos geneticamente modificados
no pais, e as aprovacgdes comerciais de milho transgénico incluem eventos com resisténcia a
insetos, tolerancia a herbicidas, modificacdo de produtos, tolerancia a seca e controle de
polinizacdo (INTERNATIONAL SERVICE FOR THE ACQUISITION OF AGRI-BIOTECH
APPLICATIONS - ISAAA, 2017).

Grande parte dos eventos transgénicos Bt sdo responsaveis pelo controle de larvas de
lepidopteros, como a lagarta-do-cartucho S. frugiperda, uma das principais pragas
desfolhadoras da cultura do milho (FRIZZAS et al., 2014; MORAES et al,. 2015; NIU et al.,
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2014; SANTOS-AMAYA et al., 2015; SIEBEBRT et al.,, 2012; STORER et al., 2012).
Alguns dos principais beneficios do plantio de culturas Bt incluem a reducdo no uso de
inseticidas, danos reduzidos a organismos ndo-alvo e supressao das principais pragas de
insetos, um efeito que pode beneficiar os agricultores independentemente de produzirem ou
ndo plantas Bt devido a menores perdas de rendimento da producéo por pragas (CARRIERE
et al., 2003; CATTANEO et al., 2006; DIVELY et al., 2018; HUANG et al., 2005;
HUTCHISON et al., 2010; MARVIER et al., 2007). Entretanto, com a rapida adocdo e larga
escala de uso de tecnologias Bt, ha relatos de evolucdo de resisténcia de pragas a essas
tecnologias, o que por sua vez pode diminuir os beneficios advindos do uso das plantas
transgénicas (TABASHNIK; CARRIERE, 2017).

As concentracOes de proteinas Bt sintetizadas por plantas transgénicas possuem grande
influéncia na mortalidade de lagartas de S. frugiperda (WAQUIL et al., 2004). Porém, nos
ultimos anos aumentou-se o numero de casos de resisténcia de S. frugiperda a varias proteinas
Bt (FARIAS et al., 2014; JAKKA; KNIGHT; JURAT-FUENTES, 2014; OMOTO et al.,
2016; STORER et al., 2010; TABASHNIK; BREVAULT; CARRIERE, 2013), necessitando

a adocdo de estratégias de manejo para mitigar esses problemas.

4.2 Hibridos transgénicos e manejo de resisténcia de insetos

Desde a liberacdo comercial de plantas geneticamente modificadas, com o algodéo
transgénico nos EUA em 1996, tem havido a preocupacédo de que a exposi¢do em larga escala
de populagdes-alvo de pragas a proteinas Bt em culturas transgénicas poderia levar a
resisténcia a insetos, reduzindo a utilidade dessa tecnologia para o manejo de pragas
(ROUSH, 1994; GOULD, 1998). Em relacdo a evolucéo de resisténcia em espécies de pragas,
ha relatos de campo de resisténcia de S. frugiperda ao milho transgénico em Porto Rico,
Brasil, Argentina e Estados Unidos (FARIAS et al., 2014; HUANG et al.,, 2014;
MONNERAT et al., 2015; STORER et al., 2010, 2012; TRUMPER., 2014). Muitos fatores
contribuiram para a e rapida evolucdo da resisténcia na lagarta-do-cartucho, como a alta taxa
reprodutiva e multivoltinismo da espécie, e também devido a praticas agricolas que impdem
alta pressao de selecdo, como muitos ciclos de safra por ano, juntamente com o aumento de
adogdo de cultivares e hibridos Bt (FARIAS et al., 2014; FATORETTO et al., 2017 HUANG
etal., 2014; STORER et al., 2010).

Avangos em biotecnologia tém permitido o desenvolvimento de hibridos de milho Bt
que expressam mais de uma proteina inseticida na mesma planta (piramidagdo génica), as

quais frequentemente representam modos de acdo Unicos e independentes (MOAR,;
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ANIKUMAR, 2007). Assim, caso essas premissas sejam atendidas, a piramidagéo de genes bt
pode retardar o estabelecimento de populagdes de insetos resistentes em campo (HEAD;
GREENPLATE, 2012). A estratégia de piramidacdo de genes bt é geralmente caracterizada
pelo aumento no nivel de resisténcia contra as pragas-alvo (STORER; THOMPSON; HEAD,
2012). No Brasil, os principais eventos transgénicos piramidados, como PowerCore™,
Agrisure® Viptera3, VT PRO3® e Leptra®, combinam pelo menos duas classes de genes bt
visando ao controle de S. frugiperda (INTERNATIONAL SERVICE FOR THE
ACQUISITION OF AGRI-BIOTECH APPLICATIONS - ISAAA, 2019).

Outra estratégia de manejo de resisténcia de insetos (MRI) é a utilizacdo de eventos de
alta dose que expressam uma quantidade suficiente da proteina Bt para causar mortalidade de
mais de 95% dos individuos heterozigotos resistentes. A expressdo em alta dose deve ser
combinada com o cultivo de areas de refagio com hibridos convencionais ou ndo Bt para
retardar a evolugdo da resisténcia (HUANG; ANDOW; BUSCHMAN, 2011). A estratégia de
alta dose + refligio estruturado é uma estratégia recomendada para retardar a resisténcia de S.
frugiperda as proteinas Bt, a qual permite o acasalamento de individuos homozigotos
resistentes de campos Bt com populagdes homozigotas suscetiveis de campos ndo Bt
(ANDOW., 2008; HUANG; ANDOW; BUSCHMAN., 2011). O resultado do acasalamento
dos individuos resistentes e suscetiveis sdo individuos heterozigotos, que mantém a
suscetibilidade a eventos transgénicos de alta dose (HORIKOSHI et al., 2016).

4.3 Zigosidade em hibridos transgénicos como estratégia de manejo de resisténcia de
insetos

A sustentabilidade das tecnologias Bt é um desafio para 0 Manejo de Resisténcia de
Insetos devido a expressdo continua das proteinas transgénicas nos tecidos das plantas, que
causam alta pressao de selecéo sobre as pragas-alvo e favorecem a evolucao da resisténcia em
suas populacées (ANDOW, 2008; MCGAUGHEY; WHALON, 1992). Assim, alguns fatores
como a ndo adocao de areas de refugio (SHELTON et al., 2000) e a utilizacdo de eventos com
expressao de proteinas em baixa dose (FARIAS et al., 2014; STORER et al., 2010)
contribuem com o aumento da frequéncia de genes resistentes em populaces de insetos.
Portanto, novas estratégias de MRI devem ser pesquisadas a fim de proporcionar maior
durabilidade das tecnologias transgénicas quanto a eficiéncia de controle das pragas-alvo.

Novas abordagens em MRI tém sido recentemente investigadas, como a acao aditiva
do alelo transgénico para o controle de lagartas desfolhadoras com o objetivo de a proteina
transgénica ser expressa em alta dose, isto é, em concentracGes suficientes para causar a morte
de mais de 95% dos individuos heterozigotos (HUANG; ANDOW; BUSCHMAN, 2011).
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Quando uma planta esta com o transgene em hemizigose, apresenta dosagem genética de N/2;
enquanto individuos com o locus em homozigose podem chegar & dosagem de 2N, ou seja,
qguando o evento esta em homozigose é possivel atingir uma maior expressdo do transgenes,
podendo ser até quatro vezes maior em relacdo a planta hemizigota (CALIGARI et al., 1993,
HOWARD; HOOD, 2014; JAMES et al., 2002; LAW et al., 2006). Essa abordagem pode ser
uma estratégia alternativa no manejo de lagartas resistentes, permitindo a expressao em alta
dose das proteinas, o que também pode favorecer a reutilizacdo de eventos que atualmente ja
ndo possuem mais eficiéncia de controle (MORAES, 2017).

A maioria ou totalidade dos transgénicos de milho atualmente utilizados sdo hibridos
em hemizigose, isto é, possuem apenas um alelo contendo o evento transgénico. De acordo
com Guadagnuolo (2006), para a obtencdo do hibrido transgénico sdo cruzadas duas
linhagens, sendo uma delas homozigota para o transgene e a outra sem transgenia,
denominada de linhagem convencional. Nos hibridos homozigotos pode haver efeitos
deletérios devido a zigosidade dessas plantas transgénicas, e também pode-se ter efeito
positivo de aumento na concentracdo da proteina transgénica na planta; efeito neutro por
resultar no mesmo efeito de um hibrido hemizigoto; ou efeito negativo por causar
silenciamento génico pos transcricional, e até mesmo efeito letal para a planta homozigota
(HOOD et al., 2012; JAMES et al., 2002). Assim, torna-se fundamental avaliar
cuidadosamente os efeitos da zigosidade em hibridos de milho transgénico as pragas-alvo e
ndo alvo da tecnologia antes de sugerir 0 uso dessa estratégia.

4.4 Cigarrinha-do-milho, Dalbulus maidis

A cigarrinha-do-milho D. maidis é um inseto com cerca de 5,0 mm, coloracéo
amarelo-palha, e que, quando adulta, apresenta duas manchas circulares negras bem marcadas
na coroa (OLIVEIRA; PINTO; FERNANDES, 2013). A cigarrinha geralmente infesta as
plantas de milho no interior do cartucho e causa dano direto pela sucgéo de seiva (NAULT et
al., 1983) e indiretamente por ser vetora dos molicutes Phytoplasma e Spiroplasma kunkelii,
agentes causais do enfezamento vermelho e enfezamento pélido, respectivamente, além do
virus-da-risca Maize rayado fino virus (LOPES; OLIVEIRA, 2004; OLIVEIRA; PINTO;
FERNANDES, 2013).

As cigarrinhas, por terem alto potencial bidtico e migrarem a longas distancias,
colonizam campos de milhos recém-germinados. Isso ocorre em funcdo de D. maidis
apresentar eficiéncia de transmissdo dos patogenos proxima a 100% (OLIVEIRA et al., 2011)
e possuir grande capacidade de colonizagdo e dispersdo em regides produtoras de milho,
colonizando facilmente lavouras em formagdo (OLIVEIRA; LOPES; NAULT, 2013). O
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resultado da combinacgéo entre a alimentacdo da cigarrinha e a transmissdo de doengas resulta
em perdas substanciais de rendimento e qualidade da cultura do milho (SUMMERS;
NEWTON; OPGENORTH, 2004).

Os danos causados por essas doencas refletem em prejuizos severos na cultura do
milho, principalmente com o aumento de areas cultivadas com milho “safrinha”. Estudos da
dindmica populacional da cigarrinha-do-milho no Brasil foram conduzidos nas regides
Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste, e demonstraram de maneira geral que D. maidis pode
ocorrer continuamente o ano todo, assim contribuindo para o aumento das populacGes de
cigarrinhas e das doencas transmitidas (AVILA; ARCE, 2008; LANDAU; MORAIS, 2015 ;
MENESES, 2015; OLIVEIRA, E., et al., 2013; WAQUIL, 1997). Embora a utilizacdo de
gendtipos resistentes seja 0 método de controle mais eficiente e recomendado para o controle
dessas doencas (POWER, 1987; SHURTLEFF, 1980), nem todas as variedades e hibridos de
milho disponiveis no mercado possuem resisténcia satisfatoria, e por isso, alternativas para
seu controle é altamente desejavel. Estudos sobre o controle genético da resisténcia do milho
aos enfezamentos causados por molicutes tém sido realizados em geral, em condicGes de
campo, com ocorréncia de infeccdo natural (MENDONZA-ELOS et al., 2002; SILVEIRA et
al., 2008).

Alternativas para a reducdo nas popula¢des da cigarrinha-do-milho visando a reducédo
da incidéncia das doencas transmitidas tém sido avaliadas, e o controle do inseto vetor vem
sendo testado por alguns métodos. Por exemplo, Oliveira et al. (2007) e Oliveira et al. (2008)
avaliaram a eficiéncia do controle quimico por meio do uso dos inseticidas thiamethoxam,
imidacloprid e carbofuran. De modo geral, com excec¢do de carbofuran, os inseticidas foram
eficientes, causando mortalidade entre 94 e 100%. Silva et al. (2009) avaliaram o controle
biolégico pelo fungo Beauveria bassiana, e as concentracdes do fungo entomopatogénico
mais eficientes na safra e safrinha foram 4x10' e 8x10' de conidios vidveis ha®,
demonstrando um resultado promissor para 0 manejo de D. maidis.

4.4.1 Enfezamentos do milho

Os agentes causais das doencas da cultura do milho sdo conhecidos como molicutes:
Spiroplasma kunkelii “Corn stunt spiroplasma” (WHITCOMB et al., 1986) e Phytoplasma
“Maize bushy stunt phytoplasma” (BEDENDO; DAVIS; DALLY, 1997). Esses agentes sdo
referidos respectivamente como espiroplasma e fitoplasma, e sdo microrganismos
procariontes sem parede celular que s&o transmitidos de forma persistente-propagativa por
espécies de cigarrinhas (BASCOPE-QUINTANILLA, 1977; NAULT, 1980). A cigarrinha D.

maidis e D. elimatus (Ball) séo os insetos vetores naturais dos molicutes, sendo D. maidis o
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principal vetor no Brasil e em outros paises (NAULT, 1980, 1990; OLIVEIRA; LOPES;
NAULT, 2013).

Os molicutes causam doengas conhecidas como enfezamentos, e os enfezamentos
palido e vermelho foram descritos no Brasil na década de 1970 (COSTA et al., 1971;
KITAJIMA; COSTA, 1972). Os sintomas dos enfezamentos se apresentam em maior
intensidade na fase reprodutiva das plantas de milho, podendo manifestar antes ou na fase de
florescimento (BASCOPE-QUINTANILLA, 1977; COSTA et al., 1971; MASSOLA et al.,
1999; NAULT, 1980; OLIVEIRA et al., 1998; 2015). Os enfezamentos podem reduzir em até
70% a producdo de grdos da planta doente em relacdo a uma planta sadia em genoétipo de
milho suscetivel. A reducdo total da producdo de uma &rea cultivada serd sempre diretamente
proporcional a incidéncia de plantas com enfezamentos (MASSOLA et al., 1999; OLIVEIRA,
PINTO; FERNANDES, 2013; SABATO et al., 2013).

Os sintomas do enfezamento vermelho s&o geralmente caracterizados pelo
avermelhamento generalizado das plantas, proliferacdo de espigas, redugdo em altura das
plantas e, dependendo do hibrido ou cultivar, perfilhamento nas axilas foliares ou na base da
planta. Os sintomas do enfezamento palido caracterizam-se pela presenca de faixas cloréticas
ou esbranquicadas que se estendem da base em direcdo ao apice das folhas, acentuada reducéo
na altura das plantas e no tamanho das espigas; ha relatos de proliferacdo de espigas e de
algum avermelhamento foliar em plantas com enfezamento palido. Em geral, os sintomas
dessas doencas manifestam-se tipicamente na época do enchimento de grdos ( MASSOLA,
1998; NAULT, 1980).

Muitas vezes ndo é possivel diferenciar visualmente com absoluta certeza os dois tipos
de enfezamentos, exceto quando ha sintomas foliares caracteristicos da infeccdo com
espiroplasma (enfezamento palido), que sdo estrias cloréticas tendendo a cor branca e
irregulares, que se estendem da base em direcdo as folhas. As plantas de milho também
podem ser simultaneamente infectadas com espiroplasma e fitoplasma, pois a cigarrinha pode
transmitir de forma isolada ou simultanea os agentes causais (OLIVEIRA et al., 2007; 2015).

4.4.2 Virose-da-risca do milho

A virose-da-risca do milho é causada pelo agente etiologico “Maize rayado fino virus”
(MRFV), pertencente ao género Marafivirus, familia Tymoviridae (REGENMORTEL et al.,
2000). O virus é transmitido de forma persistente-circulativa pela cigarrinha D. maidis, que
também é vetora dos dois outros importantes patogenos do milho, S. kunkelii e Phytoplasma
(OLIVEIRA et al, 2004). Os afideos Schizaphis graminum e Rhopalosiphum
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maidis transmitem os virus do subgrupo do SCMV e suas diversas estirpes pertencem ao
género Potyvirus, familia Potyviridae estes podem ocorre de forma mista juntamente com
MRFV (GONGCALVES et al., 2007).

A virose-da-risca, também conhecida por “rayado fino”, caracteriza-se pela formacao
de pequenos pontos cloréticos nas folhas, os quais podem coalescer, adquirindo o aspecto de
linhas pontilhadas e tracejadas paralelas as nervuras foliares secundarias, assemelhando-se a
riscas finas. Esses sintomas sdo mais caracteristicos nas folhas de plantas em estadios iniciais
do milho, mas podem ocorrer também nas folhas mais velhas (GAMEZ, 1980; SABATO;
LANDAU; COELHO, 2013).

A reducdo de producéo de gréos de milho pela ocorréncia dessa virose pode variar de
10 a 100%, dependendo do ambiente, do estaddio de desenvolvimento em que a planta foi
infectada e das caracteristicas genéticas do hospedeiro ( GAMEZ, 2018; SHURTLEFF, 1989;
VASQUEZ; MORA, 2007; ZAMBRANO et al., 2014;). Ha casos de perdas de 43% na
producéo de milho em alguns paises da América Central (DE LEON, 2004).
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Hibridos de milho

Nos experimentos deste trabalho foram utilizados trés hibridos (Corteva
Inc.,Wilmington, Delaware, EUA) com os eventos TC1507 x MON89034 x NK603
(PowerCore™), aqui denominados de H1, H2 e H3 que expressam as proteinas CrylF,
CrylA.105 + Cry2Ab2. Cada hibrido consistiu de versdes isogénicas homozigotas (ho) e
hemizigotas (he) dos eventos transgénicos. Um hibrido convencional (co) ndo transgénico foi
usado como testemunha, constituindo no total sete tratamentos. Assim, os tratamentos foram
identificados nos experimentos como: T1 = H1 (ho); T2 = H2 (ho); T3 = H3 (ho); T4 = H1
(he); T5 = H2 (he); T6 = H3 (he); e T7 = H4 (co).

5.2 Conducéo dos experimentos

Foram conduzidos quatro experimentos em campo, sendo duas safras realizadas no
Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, Fazenda Muquem da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), entre as coordenadas geogréficas latitude 21° 11'42" S e longitude
44° 59'21" O, em Lavras, MG. A regido possui clima subtropical imido (Cwa), temperado
chuvoso (mesotérmico) com inverno seco e verdo chuvoso, temperatura maxima mensal
maior que 22 °C e média de 19,9 °C, com pluviosidade média anual de 1486 mm (ALVARES
et al., 2013). O solo dessa area experimental é caracterizado como Latossolo-Vermelho-
Amarelo (SILVA et al., 2012). Outro experimento foi realizado em duas safras na Fazenda de
Ensino, Pesquisa e Extensdo da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal
(FCAV/UNESP), entre as coordenadas geogréaficas latitude 21° 14'05" S e longitude 48°
17'09" O, em Jaboticabal, SP. Essa regido apresenta clima savanico (Aw) com estagdo mais
seca no inverno e verdo mais chuvoso (RUBEL; KOTTEK, 2010). A temperatura maxima
mensal é de 26,2 a 33,3 °C, e a temperatura média de 17,8 a 25,2 °C, com pluviosidade média
anual de 1398 mm (ANDRE; ANUNCIACAO, 2017). O solo dessa area experimental é
classificado como Latossolo Vermelho Eutrofico (COELHO et al., 2018).

Em Lavras, os experimentos foram conduzidos durante as safras de verdo de
2017/2018, (semeadura: 16/12/2017) e 2018/2019 (semeadura: 16/11/2018), enquanto em
Jaboticabal os experimentos foram realizados na primeira (semeadura: 04/10/2017) e segunda
(semeadura: 23/01/2018) safras de 2017/2018. O delineamento dos experimentos foi em
blocos casualizados, com sete tratamentos e quatro repeticdes (blocos). As parcelas
experimentais foram constituidas por quatro linhas de 5 m de comprimento, espacadas em 0,5

m em Jaboticabal e em 0,6 m em Lavras, com densidade de trés sementes por metro linear,
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totalizando 60 plantas por parcela. Para ambos o0s experimentos, 0 manejo seguiu as
recomendag0es para a cultura do milho quanto ao uso de corretivos e fertilizantes, utilizando
as fontes de NPK (08-28-16) para cobertura e para o plantio ureia e sulfato de amonio. Nao
foram aplicados inseticidas e fungicidas nos experimentos em ambas localidades.

5.3 Avaliacdo da infestacéo de cigarrinhas e sintomas das doencas transmitidas

Durante a conducdo dos experimentos em ambos os locais, foram realizadas
avaliacbes do numero de cigarrinhas presentes no cartucho das plantas nos estadios de
desenvolvimento V4-V5, V7-V8 e V11-V12 (RITCHIE et al., 1993). As ninfas e os adultos
das cigarrinhas foram contabilizados em conjunto visualmente no cartucho de 12 plantas ao
acaso nas duas linhas centrais de cada parcela.

Além da infestacdo de cigarrinhas, foi avaliada a porcentagem de incidéncia de
sintomas das doencas enfezamento vermelho, enfezamento péalido e virose-da-risca. As
avaliacdes das doencas foram realizadas no estadio reprodutivo R3-R4 em Lavras, e em R2-
R3 em Jaboticabal, por meio da contagem de plantas com sintomas das doencas do total de 12
plantas amostradas nas duas linhas centrais de cada parcela.

5.4 Avaliacao da producdo dos hibridos de milho

O efeito da zigosidade dos hibridos transgénicos de milho também foi avaliado na
producdo de grdos. Apds a maturacao fisiologica ~175 dias apds emergéncia, realizou-se a
colheita de 12 plantas ao acaso das duas linhas centrais por parcela, onde foram computados
os valores de peso de gréos, ajustando-se 0 peso para 14% de umidade. A partir desses dados
coletados foram feitos os calculos da estimativa de produtividade (kg ha?) de cada
tratamento.

5.5 Anélise dos dados

As anélises dos dados foram desenvolvidas no software R (R CORETEAM, 2016). As
analises foram feitas para cada safra e localidade separadamente, e realizadas para os dados de
namero de cigarrinhas, incidéncia das doencas enfezamento vermelho (MBSP), enfezamento
palido (CSS) e raiado fino (MRFV), e produtividade de grdos. Estas varidveis foram
analisadas utilizando modelos lineares generalizados (GLM); os desdobramentos dos graus de
liberdade da fonte de variagdo foram “hibridos” e “hibridos x zigosidade”, em trés
subdivisdes: hibridos homozigotos (ho), hibridos hemizigotos (he) e a combinag¢do dos trés
grupos (homozigoto, hemizigoto e convencional).

Os contrastes ortogonais foram realizados a partir dos trés grupos: o primeiro contraste

comparou 0 grupo dos hibridos transgénicos (homozigoto e hemizigoto) com o hibrido
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convencional, seguindo 0 modelo Yi=mi+m>-2ms; 0 segundo contraste, Y>=mz-my, comparou
0s transgénicos homozigotos e hemizigotos; 0 mesmo contraste foi utilizado para comparar as
médias de produtividade da primeira e da segunda safra dos hibridos homozigotos,
hemizigotos e convencional, e também para comparacdo entre as versdes homozigotas e
hemizigotas de cada hibrido. As diferencas das médias dos parametros entre os hibridos foram
analisadas pelo teste de Tukey (a = 0,05).
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6 RESULTADOS
6.1 Experimento Primeira Safra 2017/2018, Lavras-MG
6.1.1 Incidéncia de Dalbulus maidis

Os resultados obtidos da incidéncia de D. maidis na safra 2017/2018 em Lavras estdo
apresentados de acordo com as épocas de avaliagdo. No estadio V4-V5 (P = 0,2742), V7-V8
(P =0,1307) e V11-V12 (P = 0,1464), ndo houve diferencas significativas do nimero de D.
maidis entre o hibrido convencional e os hibridos transgénicos (homozigoto e hemizigoto)
(Figura 1).

Figura 1 - Numero médio (x EP) de D. maidis nos estadios V4-V5 (A), V7-V8 (B) e V11-V12
(C) nos hibridos transgénicos e convencional de milho na primeira safra em Lavras-
MG. Hibrido homozigoto (ho), hibrido hemizigoto (he) e hibrido convencional (co).
Letras diferentes sobre as barras denotam diferenca significativa pelo teste de Tukey

(P < 0,05).
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No estadio VV4-V5, houve diferenca da incidéncia de D. maidis nos hibridos entre suas
versdes transgénicas em homozigose e hemizigose. O hibrido H2 (he) teve maior incidéncia
de cigarrinhas que sua versdo H2 (ho), e de modo inverso H3 (ho) apresentou maior
incidéncia que H3 (he). Apenas H1 nédo apresentou diferanca no numero de D. maidis entre as
versdes transgénicas. Com relacdo a zigosidade em funcdo dos hibridos, H2 (he) apresentou
maior incidéncia de D. maidis que o hibrido H3(he) e H1 (he) ndo diferenciou entre ambos. O
hibrido H1 (ho) apresentou maior nimero de D. maidis que H2 (ho), e H3 (ho) nédo foi diferente de

ambos (Figura 2).

Figura 2 - Comparacdo de medias do nimero (+ EP) de D. maidis entre os hibridos nas versdes
em homozigose e hemizigose no estadio V4-V5, na primeira safra em Lavras-MG.
Hibrido 1 (H1), hibrido 2 (H2) e hibrido 3 (H3). Letras mailsculas indicam o
desdobramento dos hibridos em funcéo das zigosidades e as minusculas comparam
os hibridos em funcdo de uma mesma zigosidade. Letras maidsculas e minusculas
sobre as barras denotam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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No estadio V7-V8, para a comparacdo dos hibridos quanto a zigosidade dos trangenes
houve diferenca significativa, sendo que apenas o hibrido H2 (P = 0,0136) diferiu entre as
versdes em (ho) e (he) para a infestacdo de cigarrinhas. Nos hibridos H1 (P = 0,3221) e H3 (P
=0,1868) n&o houve diferencas entre as zigosidades (ho) e (he) (Figura 3). Em V11-V12, ndo
houve diferencas dos hibridos transgénicos e suas versdes para incidéncia de D. maidis (P =
0,0987).

Figura 3 - Comparacéo de médias do nimero (+ EP) de D. maidis entre os hibridos de milhos
nas versdes em homozigose e hemizigose no estadio V7-V8, na primeira safra
em Lavras-MG. Hibrido 1 (H1), hibrido 2 (H2) e hibrido 3 (H3). Letras
mailsculas indicam o desdobramento dos hibridos em funcéo das zigosidades e

as minusculas comparam os hibridos em fungdo de uma mesma zigosidade.
Letras maiusculas e minusculas sobre as barras denotam diferenca significativa
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6.2 Experimento Segunda Safra 2018/2019, Lavras-MG
6.2.1 Incidéncia de Dalbulus maidis

Levando-se em consideracao os estadios vegetativos em que foram feitas as avaliacGes
de D. maidis, na segunda safra 2018/2019 em Lavras no estadio V4-V5 (P = 0,1329), V8-V9
(P =0,9268) e V11-V12 (P = 0,2218) ndo houve diferencas significativas na incidéncia de D.
maidis entre o hibrido convencional e os hibridos transgénicos (homozigoto e hemizigoto)
(Figura 4). Comparando-se os hibridos e suas versdes transgénicas, ndo houve diferenca no
namero de cigarrinhas nos estadios V4-V5 (P = 0,4820) e V8-V9 (P = 0,8220). Porém, em
V11-V12 (P = 0,0081), houve diferenca significativa entre os hibridos H1 e H3 nas versdes
(ho) e (he). Também houve diferenca entre os hibridos nas versbes transgénicas homozigotas
H1 (ho) e H3 (ho) para a infestacdo de D. maidis (P = 0,0074) (Figura 5).
Figura 4 - Namero médio (x EP) de D. maidis nos estadios V4-V5 (A), V8-V9 (B) e V11-V12

(C) nos hibridos transgénicos de milho, na primeira safra em Lavras-MG. Hibrido

homozigoto (ho), hibrido hemizigoto (he) e hibrido convencional (co). Letras
diferentes sobre as barras denotam diferenga significativa pelo teste de Tukey (P

< 0,05).
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Figura 5 - Comparacdo de médias do nimero (+ EP) de D. maidis entre os hibridos de milho
nas versdes em homozigose e hemizigose no estadio V11-V12, na segunda safra
em Lavras-MG. Hibrido 1 (H1), hibrido 2 (H2) e hibrido 3 (H3). Letras
mailsculas indicam o desdobramento dos hibridos em funcéo das zigosidades e as
minusculas comparam os hibridos em fun¢do de uma mesma zigosidade. Letras
mailsculas e mindsculas sobre as barras denotam diferenca significativa pelo teste
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6.3 Ocorréncia de doencas, Safra 17/18, Lavras-MG

Com relacdo as doencas enfezamento vermelho (MBSP), enfezamento péalido (CSS) e
virose-da-risca (MRFV) na safra 2017/2018 em Lavras, pode-se observar que houve
incidéncia das trés doengas nos experimentos, sendo uma delas com maior expressédo que as
outras. Este fato se deve a D. maidis poder transmitir espiroplasma e fitoplasma para as
plantas de milho isolada ou simultaneamente (OLIVEIRA et al., 2007; 2015a).

6.3.1 Enfezamento vermelho - Maize bushy stunt phytoplasma (MBSP)

Houve significativamente menor incidéncia de sintomas de MBSP no hibrido
convencional que nos hibridos transgénicos (ho) e (he) (P <0,0001) (Figura 6). Levando-se
em consideracao os resultados de MBSP entre os hibridos de milho, o hibrido H1 (ho) teve
maior porcentagem de sintomas da doenca que sua versdao isogénica (he) (P= 0,0003),
enquanto para H2 (P= 0,2228) e H3 (P=0,9872) para as versdes (ho) e (he) ndo houve
diferenca. Em geral, comparando-se os hibridos dentro da mesma zigosidade, H1 (ho) obteve
maior porcentagem de doenca em relacdo aos hibridos H2 (ho) e H3 (ho) (P= 0,0001),
enquanto para os hibridos em hemizigose, H1 apresentou maior incidéncia de MBSP que H3
(he) e H2 (he) n&o diferiu entre ambos (Figura 7).

Figura 6 - Incidéncia de enfezamento vermelho (MBSP) nos hibridos de milho no estadio R3-
R4, na primeira safra em Lavras-MG. Hibrido homozigoto (ho), hibrido

hemizigoto (he) e hibrido convencional (co). Letras diferentes sobre as barras
denotam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 7 -

Incidéncia de enfezamento vermelho (MBSP) (%)

36

Interacdo das médias de incidéncia (%, = EP) de sintomas de enfezamento
vermelho (MBSP) entre os hibridos de milho e suas versGes em homozigose e
hemizigose, na primeira safra em Lavras-MG. Hibrido 1 (H1), hibrido 2 (H2) e
hibrido 3 (H3). Letras maiusculas indicam o desdobramento dos hibridos em
funcdo das zigosidades e as minusculas comparam os hibridos em funcéo de uma
mesma zigosidade. Letras mailsculas e minusculas sobre as barras denotam
diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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6.3.2 Enfezamento palido - Corn stunt spiroplasma (CSS)

Para a incidéncia de CSS na primeira safra houve diferenca significativa, sendo que 0s
hibridos transgénicos em homozigose apresentaram maior incidéncia que 0s em hemizigose.
Os hibridos convencionais ndo diferiram dos hibridos transgénicos em homozigose e
hemizigose (P = 0,0204) (Figura 8). Com relagdo aos hibridos transgénicos e suas versdes, 0
hibrido H3 (ho) (P <0,0001) apresentou maior incidéncia de sintomas que H3 (he). Os
hibridos H1 (P = 0,9961) e H2 (P = 1,0000) em (ho) e (he) ndo apresentaram diferencas entre
as versdes transgénicas. Os hibridos em hemizigose ndo se diferenciaram estatisticamente
quando comparados dentro da mesma zigosidade (P = 1,0000) e para os hibridos em

homozigose, H3 demonstrou maior incidéncia de CSS que H1 e H2 (Figura 9).

Figura 8 - Incidéncia (%, = EP) de enfezamento palido (CSS) nos hibridos de milho no estadio
R3-R4, na primeira safra em Lavras-MG. Hibrido homozigoto (ho), hibrido
hemizigoto (he) e hibrido convencional (co). Letras diferentes sobre as barras
denotam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 11 - Comparacdo de médias de incidéncia (%, = EP) de sintomas de enfezamento palido
(CSS) entre os hibridos de milho e suas versées em homozigose e hemizigose, na
primeira safra em Lavras-MG. Hibrido 1 (H1), hibrido 2 (H2) e hibrido 3 (H3).
Letras maiusculas indicam o desdobramento dos hibridos em funcdo das
zigosidades e as minusculas comparam os hibridos em funcdo de uma mesma
zigosidade. Letras mailsculas e mindsculas sobre as barras denotam diferenca
significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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6.3.3 Virose-da-risca - Maize rayado fino virus (MRFV)

Os resultados da incidéncia de MRFV na primeira safra indicaram predominancia
dessa doenca em relacdo as demais em todos os hibridos, incluindo as versdes transgénicas e
o hibrido convencional. Os hibridos transgénicos hemizigotos apresentaram maior incidéncia
de MRFV que o hibrido convencional (P = 0,0032), e os hibridos homozigotos néo
demonstrou diferenca entre os hibridos hemizigotos e convencionais sendo igual a ambos
(Figura 10). Comparando-se os hibridos transgénicos e suas versfes, ndo houve diferenca
significativa para a incidéncia de MRFV (P = 0,3359). Em relacdo aos hibridos dentro de uma
mesma zigosidade, os hibridos em hemizigose H1 e H2 apresentaram maior incidéncia de
MRFV que H3 (he). Para os hibridos em homozigose, H1 demonstrou maior incidéncia que
H3(ho), e H2 (ho) ndo diferiu entre ambos (Figura 11).

Figura 14 - Incidéncia (%, * EP) de virose-da-risca (MRFV) nos hibridos de milho no estadio
R3-R4, na primeira safra em Lavras-MG. Hibrido homozigoto (ho), hibrido
hemizigoto (he) e hibrido convencional (co). Letras diferentes sobre as barras
denotam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 17 - Comparacdo de medias de incidéncia (%, + EP) de sintomas de virose-da-risca
(MRFV) entre os hibridos de milho e suas versdes em homozigose e hemizigose,
na primeira safra em Lavras-MG. Hibrido 1 (H1), hibrido 2 (H2) e hibrido 3
(H3). Letras maiusculas indicam o desdobramento dos hibridos em funcédo das
zigosidades e as mindsculas comparam os hibridos em funcdo de uma mesma
zigosidade. Letras maiusculas e minusculas sobre as barras denotam diferenca
significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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6.4 Ocorréncia de doencas, Safra 2018/2019, Lavras-MG

Na segunda safra 2018/2019 em Lavras, as ocorréncias de doencas MBSP (P =
0,0876), CSS (P = 0,1879) e MRFV (P = 0,2066) nas plantas dos hibridos transgénicos
homozigotos e hemizigotos ndo diferiram em comparacdo com o hibrido convencional
(Figura 14). Comparando-se os hibridos transgénicos entre as versfes em hemizigose e
homozigose, ndo houve diferencas para MBSP (P= 0,3601), CSS (P = 0,3317) e MRFV (P =
0,4148). Observa-se que houvepredominancia na incidéncia da doenca virose-da-risca-fina em

relagdo as demais doencas.

Figura 20 - Incidéncia (%, + EP) das doengas MBSP (A), CSS (B) e MRFV (C) nos hibridos de
milho no estddio R3-R4, na primeira safra em Lavras-MG. (ho) hibrido
homozigoto, (he) hibrido hemizigoto e (co) hibrido convencional. Letras diferentes
sobre as barras denotam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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6.5 Produtividade de gréos, Lavras-MG

Na primeira safra 2017/2018 em Lavras, as médias de produtividade de grdos nédo
diferiram entre os hibridos nas versdes em homozigose e hemizigose (P = 0,6076), e houve
diferenga apenas entre os transgénicos e o hibrido convencional (P = 0,0001). Para a
produtividade na segunda safra 2018/2019 de Lavras, os hibridos também ndo expressaram
diferencas entre as versdes homozigota e hemizigota (P= 0,6076), bem como entre os
transgénicos e o hibrido convencional (P =0,1711) (Figura 13).

Figura 23 - Produtividade (kg ha-1) de grdos dos hibridos de milho em Lavras-MG.
Produtividade de gréos na safra 2017/2018 (A); Produtividade de gréos na safra
2018/2019 (B). Letras diferentes sobre as barras denotam diferenca significativa
pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Embora as safras tenham sido tratadas independentemente, verifica-se diferenca
numérica na produtividade de grdos entre a primeira e segunda safra em Lavras. A maior
média de produtividade de grdos ocorreu na segunda safra, com 10061,48 kg ha-1, enquanto

na primeira safra a média de produtividade foi de 4695,10 kg ha-1.
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6.6 Experimento Primeira Safra 2017/2018, Jaboticabal-SP
6.6.1 Incidéncia de Dalbulus maidis

Nos experimentos de Jaboticabal, a incidéncia de cigarrinhas foi avaliada apenas no
estadio vegetativo V8. Na primeira safra, o hibrido convencional néo diferiu para a incidéncia
de D. maidis em relacdo aos hibridos transgénicos (ho) e (he) (P = 0,7446) (Figura 14). N&o

houve diferenca entre os trés hibridos nas versées em homozigose e hemizigose (P = 0,6156).

Figura 26 - Ndmero médio (x EP) de D. maidis no estadio V8 nos hibridos de milho
transgénicos em homozigose e hemizigose e hibrido convencional, na primeira
safra em Jaboticabal-SP. Hibrido homozigoto (ho), hibrido hemizigoto (he) e
hibrido convencional (co). Letras diferentes sobre as barras denotam diferenca
significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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6.7 Experimento Segunda Safra 2018, Jaboticabal-SP

6.7.1 Incidéncia de Dalbulus maidis

Assim como na primeira safra, o hibrido convencional ndo apresentou diferenca na
incidéncia de D. maidis em relagdo aos transgénicos homozigotos e hemizigotos (P = 0,8970)
(Figura 15). Os hibridos transgénicos ndo foram diferentes quanto as versdes em homozigose

e hemizigose para a incidéncia de cigarrinhas (P = 0,3425).

Figura 29 - Nimero médio (+ EP) de D. maidis no estadio V8 nos hibridos de milho transgénicos em
homozigose e hemizigose e hibrido convencional, na segunda safra em Jaboticabal-SP.
Hibrido homozigoto (ho), hibrido hemizigoto (he) e hibrido convencional (co). Letras
diferentes sobre as barras denotam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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6.8 Ocorréncia de doencas, primeira safra 2017/2018, Jaboticabal-SP

As doencas avaliadas no estadio reprodutivo R2-R3 na primeira safra em Jaboticabal
demonstraram diferencas significativas para a incidéncia das doencas MBSP (P <0,0001) e
CSS (P = 0,0009) entre os hibridos transgénicos (homozigoto e hemizigoto) e o hibrido
convencional. Quanto & incidéncia da virose-da-risca (MRFV), ndo houve diferenca dos
hibridos transgénicos em comparacao ao convencional (P = 0,2436) (Figura 16). As doencas
CSS (P =0,8522) e MRFV (P = 0,3546) ndo apresentaram diferencas significativas para as
versdes transgénicas em homozigose e hemizigose. Com relacdo a incidéncia de MBSP,
houvediferencas entre as versdes em hemizigose e homozigose. Os hibridos H2 e H3 em
homozigose tiveram maior incidéncia da doenca que suas versdes em hemizigose (P
<0,0001). Entre os hibridos dentro de suas mesmas versdes transgénicas, o hibrido H1 em
hemizigose apresentou maior incidéncia que os hibridos H2 (he) e H3 (he) (Figura 17).

Figura 32 - Incidéncia (%, = EP) de doencas nos hibridos de milho transgénicos em
homozigose, hemizigose e convancional no estadio R2-R3, na primeira safra
em Jaboticabal-SP. (A) enfezamento vermelho (MBSP), (B) enfezamento

palido (CSS) e (C) virose-da-risca (MRFV). Letras diferentes sobre as barras
denotam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 35 - Incidéncia (%, £ EP) de doengas nos hibridos transgénicos em homozigose e
hemizigose no estddio R2-R3, na primeira safra em Jaboticabal-SP. (A)
enfezamento vermelho (MBSP), (B) enfezamento pélido (CSS) e (C) virose-da-
risca (MRFV). Letras maiusculas indicam o desdobramento dos hibridos em
funcéo das zigosidades e as minusculas comparam os hibridos em func¢éo de uma
mesma zigosidade. Letras mailsculas e mindsculas sobre as barras denotam
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6.9 Ocorréncia de doencas, segunda safra 2018, Jaboticabal-SP

Na segunda safra em Jaboticabal ocorreram resultados similares aos da primeira safra.
O hibrido convencional obteve menor incidéncia de MBSP que os hibridos transgénicos
(homozigoto e hemizigoto) (P < 0,0001). As doengas CSS (P= 0,9829) e MRFV (P= 0,4912)
ndo apresentaram diferenca entre os hibridos transgénicos e convencional (Figura 18).
Comparando-se os hibridos e as versdes transgénicas, ndo houve diferenca significativa para a
ocorréncia das doencas MBSP (P = 0,5102), CSS (P = 0,8220) e MRFV (P=0,3796).

Figura 37 - Incidéncia (%, + EP) de doencas nos hibridos de milho transgénicos em
homozigose, hemizigose e convancional no estadio R2-R3, na segunda safra em
Jaboticabal-SP. Enfezamento vermelho (A), enfezamento palido (B) e virose-da-
risca (C). Letras diferentes sobre as barras denotam diferenca significativa pelo

teste de Tukey (P < 0,05).
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6.10 Produtividade de gréos nas safras 2017/2018 e 2018/2019, Jaboticabal-SP

A produtividade da primeira safra foi diferente entre os hibridos transgénicos e o
hibrido convencional, sendo a maior produtividade observada em hibridos em homozigose em
relacdo ao hibrido convencional (P = 0,0259). Os hibridos em hemizigose nao diferiram para
a produtividade em relacdo aos transgénicos em homozigose e hibrido convencional. Na
segunda safra, a produtividade ndo apresentou diferenca entre as versfes transgénicas e o
hibrido convencional (P = 0,8502) (Figura 19).

Figura 40 - Produtividade de grdos (kg ha-1) nos hibridos de milho transgénicos em
homozigose, hemizigose e convancional nas safras de Jaboticabal-SP. (A)
Produtividade de grdos em 2017/2018, (B) Produtividade de grédos em
2018/2019. Letras diferentes sobre as barras denotam diferenca significativa
pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Comparando-se a produtividade da primeira com a da segunda safra em Jaboticabal, a
média da primeira safra foi maior que a da segunda safra. A produtividade média na primeira
safra foi de 3357,68 kg ha, enquanto na segunda safra foi de 2427,41 kg ha™™.
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7 DISCUSSAO

O desempenho dos hibridos de milho quanto a incidéncia de D. maidis em Lavras na
primeira e segunda safras em geral ndo apresentaram diferencas entre as versdes transgénicas.
Esta tendéncia se manteve em praticamente todas as avaliagdes ao longo do desenvolvimento
fenoldgico da cultura; apenas nas avaliagGes nos estadios V4-V5 e V7-V8 da primeira safra o
hibrido H3 (ho) apresentou maior nimero de D. maidis em relacéo a versao (he). Além disso,
o0 hibrido convencional demonstrou incidéncia similar de cigarrinhas comparativamente aos
hibridos transgénicos.

Correlacionando-se a incidéncia de D. maidis com a porcentagem de sintomas das
doencas na primeira safra em Lavras, houve diferenca entre os hibridos em homozigose e
hemizigose. A porcentagem de sintomas de enfezamento palido foi maior no hibrido H3 (ho)
que na sua versao (he), assim como verificado para a incidéncia de cigarrinhas na primeira
data de avaliacdo em V4-V5. Com relacdo ao enfezamento vermelho, no hibrido H1 (ho)
verificou-se maior porcentagem de sintomas da doenca que H1 (he), embora em geral ndo
tenham havido diferengas na incidéncia de D. maidis entre os hibridos. Na segunda safra de
Lavras, os hibridos e suas versdes transgénicas em homozigose e hemizigose néo
apresentaram diferencas na ocorréncia de sintomas de enfezamento vermelho, enfezamento
palido e virose-da-risca, com prevaléncia da tltima doenca.

Em Jaboticabal, os hibridos e suas versfGes transgénicas em ambas as safras nédo
expressaram diferencgas para a incidéncia de D. maidis nem na porcentagem de plantas com
sintomas de doencas, seja por enfezamento vermelho ou enfezamento péalido. Apenas na
segunda safra houve maior incidéncia de plantas com sintomas de virose-da-risca no hibrido
H2. Pode-se observar que nas duas safras houve predominancia de ocorréncia de sintomas de
enfezamento vermelho em relacdo as outras doencas. O hibrido H3 provavelmente possui
genes de resisténcia ao enfezamento vermelho, uma vez que ndo apresentou sintomas ou
obteve baixa porcentagem da doenca nas primeiras safras em ambas localidades e na segunda
safra em Jaboticabal.

Pelos resultados obtidos no presente trabalho, levando-se em consideracao as safras e
localidades avaliadas, pode-se inferir que os hibridos de milho em homozigose com a adi¢éo
dos alelos dos transgenes Bt, (crylF, crylA.105 + cry2Ab2) ndo diferem dos hibridos em
hemizigose para a infestacdo de D. maidis. Quanto a incidéncia das doencgas transmitidas pelo
inseto vetor, aparentemente ocorreram algumas interacfes dependentes do gendtipo das
plantas, uma vez que os hibridos H1 e H3 na versdo homozigota apresentaram maiores

porcentagens de sintomas de enfezamento vermelho e enfezamento pélido em relagdo as suas
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versdes hemizigotas na primeira safra em Lavras; porém, essas interacfes ndo prevaleceram
nos demais experimentos, o que deve ter sido também por conta de influéncia da pressdo do
indculo e condicBes especificas desse ambiente. Outra hipotese para as maiores porcentagens
de doencas nos hibridos H1 e H3 em homozigose em relacéo as versdes hemizigotas pode ser
devido & maior mortalidade de lagartas de S. frugiperda pelos transgénicos homozigotos, que
devido a auséncia de competicdo proporcionou maior quantidade de tecido foliar na regido do
cartucho das plantas para a colonizacdo das cigarrinhas, e assim, maiores chances de
inoculacdo dos patégenos.

As infestacOes de cigarrinhas foram maiores na area experimental de Jaboticabal-SP
do que em Lavras-MG possivelmente devido a fatores climaticos e geograficos das regibes
serem completamente diferentes, bem como do histérico de plantios e pressao populacional de
D. maidis. A area experimental de Jaboticabal é destinada ao plantio intensivo de milho para
melhoramento genético de linhagens, cuja prética é realizada ha varios anos, o que pode ter
sido um fator influente nas maiores infestagdes de D. maidis nessa area. Estudos feitos no
municipio de Sete Lagoas-MG demonstraram que em cultivos de milho realizados a partir de
fevereiro e abril (“milho safrinha”) é observado maior nimero de cigarrinhas do que em
cultivos com semeadura em outubro e novembro (“safra de verdo”) (OLIVEIRA et al., 2015).
No estado de Sdo Paulo, em area de cultivo continuo de milho, embora as maiores populacdes
de D. maidis tenham sido registradas nos meses de novembro e dezembro, outro pico
populacional ocorreu entre fevereiro e maio (OLIVEIRA et al., 2013).

Os hibridos homozigotos mesmo na influéncia de pressao de outras pragas e doencas
no campo em geral ndo apresentaram efeitos negativos quanto a adicdo dos alelos Bt,
comportando-se como 0s hemizigotos quanto a suscetibilidade as doencas. Esses resultados
podem ser considerados positivos, pois a incidéncia de doencas é fundamental na reducdo da
produtividade de grdos da cultura do milho, e ndo seria desejavel para a implementacdo dessa
estratégia de manejo de lagartas de S. frugiperda resistentes se a adicdo dos alelos
transgénicos causassem maior suscetibilidade as doengas ou reducGes em produtividade por
conta de maior custo metabolico e energético as plantas para a producdo das proteinas
transgénicas. Um exemplo recente de caso de insucesso para o melhoramento genético de
uma planta para resisténcia de uma doenca que levou a maior suscetibilidade a outra doenca
ocorreu com o evento Embrapa 5.1, primeiro feijdo geneticamente modificado resistente ao
virus-do-mosaico-dourado. Esse evento transgénico obteve resultados indesejados em campo,
tornando-se suscetivel ao Cowpea mild mottle virus, que também é transmitido pela mosca-
branca Bemisia tabaci (Gennadius) bi6tipo B (ARAGAO; FARIA, 2009; BROD et al., 2013a;
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EMBRAPA, 2014; SANTANA, 2015).

Por se tratar de uma abordagem recente para 0 manejo de insetos resistentes na cultura
do milho, em especial para a lagarta-do-cartucho S. frugiperda, ha uma escassez de exemplos
na literatura sobre o tema. Alguns estudos mostraram que a homozigose do transgene pode ser
benéfica em alguns casos, proporcionando aumento na concentra¢do da proteina codificada na
planta; efeito neutro em outros casos, resultando no mesmo desempenho dos hemizigotos.No
entanto, ha casos com efeitos negativos, levando ao silenciamento génico transcricional e pos-
transcricional, e até ser letal para as plantas (HOOD et al., 2012; JAMES et al., 2002; LAW et
al., 2006). Nos estudos de Siebert et al. (2012) e Eghrari et al. (2019), os autores compararam
hibridos de milho convencionais e transgénicos com as proteinas CrylF, CrylA.105 e
CrylAb2 piramidadas e singulares, e confirmaram a eficiéncia das plantas transgénicas no
controle de lagartas de S. frugiperda sob infestacdo natural, o que demonstra ndo ter havido
efeitos negativos na adi¢do dos alelos, e em alguns hibridos houve aumento significativo da
expressdo das proteinas nas versdes homozigotas em relacéo as hemizigotas.

A produtividade de grdos nas duas safras de Lavras ndo apresentaram diferencas nos
hibridos entre as versées em homozigose e hemizigose; entre 0s transgénicos e o
convencional houve diferencas, sendo os transgénicos mais produtivos que o convencional na
primeira safra independentemente da sua zigosidade. Este parametro ndo foi afetado pela
incidéncia de D. maidis, que na primeira safra apresentou alguma diferenca entre os hibridos,
nem pelas ocorréncias de doencas. Em Jaboticabal, as produtividades de grdos na primeira e
segunda safras ndo diferiram entre os hibridos; ndo houve diferenca de produtividade entre 0s
hibridos em homozigose e hemizigose; e na comparacao entre 0s transgénicos e convencional,
verificou-se média de produtividade pouco menor no convencional em relagdo aos
transgénicos na primeira safra. As diferencas de produtividade entre os hibridos transgénicos
e convencionais nas primeiras safras em ambas localidades provavelmente devem ter sido por
conta do controle de lagartas de S. frugiperda nos transgénicos, reduzindo a desfolha nas
plantas, o que resultou em maiores produtividades.

O rendimento de gréos na primeira safra em Lavras foi menor que na segunda safra.
Os fatores que podem ter contribuido para a maior produtividade na safra 2018/2019 seria a
época de plantio que foi realizada mais cedo que na safra anterior, o que pode ter favorecido o
escape da infestacdo de lagartas. Outro possivel fator seria a incidéncia de maior regime de
chuvas no inicio da cultura, desfavorecendo a infestacdo e estabelecimento de lagartas e
cigarrinhas. Garcia-Roa et al. (2002) observaram grande numero de lagartas de S. frugiperda

mortas devido ao afogamento dentro do cartucho das plantas de milho apds ocorréncia de
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chuva. Varella et al. (2015) demonstraram que mais de 95% das lagartas de S. frugiperda
morreram principalmente por desalojamento por chuva, afogamento, predacdo e
possivelmente movimento de lagartas neonatas. Em Jaboticabal, as menores produtividades
na segunda safra em relacdo a primeira possivelmente ocorreu pelo fato de a segunda safra ter
sido conduzida na “safrinha”, época com menor fotoperiodo e regime de chuvas.

Com base nos resultados do presente estudo, pode-se inferir que a zigosidade nos
hibridos transgénicos Bt ndo prejudicou nem causou aumento de produtividade de grdos de
milho comparando-se os hibridos e suas versdes, concluindo-se que o efeito foi neutro. No
entanto, verificou-se que o rendimento de grdos foi maior nos hibridos transgénicos em
relagdo ao convencional nas primeiras safras em ambas localidades devido provavelmente ao
maior controle de lagartas de S. frugiperda. No estudo realizado por Eghrari et al. (2019) que
avaliaram lesGes foliares causadas por S. frugiperda em hibridos homozigotos e hemizigotos
de milho, o rendimento de grdos dos hibridos homozigotos foi maior que o do hibrido
convencional e semelhante aos hibridos hemizigotos, revelando que os alelos adicionais Bt
foram benéficos para o rendimento de grdos de milho devido & maior protecdo as injurias
causadas pelas lagartas.

Guadagnuolo et al. (2006) relataram que na auséncia de pressédo de selecdo em que
beneficia a transgenia, a mesma torna-se um fator neutro na influéncia da capacidade
produtiva da planta, o que foi visto no presente trabalho com a praga néo alvo da tecnologia,
D. maidis. Este é provavelmente o primeiro trabalho que avaliou a influéncia da zigosidade
transgénica, isto €, a adicdo de alelos transgénicos, contra insetos sugadores pragas nao alvo
da tecnologia transgénica Bt. Além deste trabalho, foi feita a avaliacdo dos efeitos desses
hibridos a campo sobre um inimigo natural, a tesourinha Doru luteipes (Dermaptera:
Forficullidae). No estadio de florescimento foi quantificada a presenca de ninfas e adultos do
inimigo natural nas plantas desses mesmos hibridos em homozigose e hemizigose e hibrido
convencional, e ndo foram observados efeitos significativos da zigosidade transgénica ou
efeitos dos transgénicos sobre D. luteipes (FREITAS et al., 2019).

De acordo com os resultados aqui obtidos, a adi¢do de alelos transgénicos em hibridos
de milho nédo afetou a infestacdo de D. maidis e doencas transmitidas, nem reduziu a
produtividade de grdos em funcdo da energia necessaria para a producdo de maiores
concentracdes das proteinas transgénicas Bt nas plantas. As exce¢6es dos resultados distintos
na ocorréncia de enfezamento vermelho e palido ocorreram para os hibridos H1 e H3 na
primeira safra em Lavras que foram maiores nas versdes homozigotas. Esses resultados

podem ter ocorrido devido a efeitos pleiotropicos especificos da interacdo dos transgenes Bt
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com 0s genotipos de milho, ou por conta de maior sucesso na inoculagéo dos patdégenos pelas
cigarrinhas nas plantas homozigotas que apresentaram maior controle de lagartas de S.
frugiperda (EGHRARI et al., 2019) e assim maior area de tecido sadio no cartucho das
plantas.

Recomenda-se a conducdo de futuros trabalhos que avaliem o comportamento da
infestacdo de D. maidis em hibridos que contém novos eventos com proteinas de outros
modos de acdo e que tém sido mais eficientes para o controle de S. frugiperda, como
asproteinas Vip, e eventos piramidados contendo estas e proteinas Cry. Além disso, o
conhecimento do comportamento de D. maidis e S. frugiperda quanto a colonizacéo e
competicdo nas mesmas plantas fornecerdo respostas mais conclusivas sobre a contribuicdo
dos danos de cada inseto nos efeitos de reducdo na produtividade dos hibridos em homozigose
e hemizigose, e podem auxiliar na elaboracdo de planos de amostragem mais acurados que
considerem a presenca individual ou conjunta dos insetos nas plantas.

Assim, juntamente com os resultados encontradas em outro estudo focado no manejo
de S. frugiperda (Eghrari et al., manuscrito em preparacdo), ha a expectativa de que o uso dos
hibridos transgénicos de milho em homozigose seja uma estratégia positiva no manejo
integrado de pragas e para 0 manejo de lagartas resistentes a eventos transgénicos que néo
mais possuem eficiéncia de controle. Em campos de producgdo de sementes, principalmente, a
ado¢do de hibridos homozigotos poderia levar a reducdo de aplicacdes frequentes de
inseticidas para controle das lagartas, reduzindo os custos de producdo e residuos no

ambiente.
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8. CONCLUSOES

- Os hibridos transgénicos que expressam as proteinas CrylF, CrylA.105 + Cry2Ab2 em
homozigose ndo afetaram a infestacdo de D. maidis e ocorréncia de sintomas causado pela
transmissédo dos fitopatdgenos em relacdo as respectivas versdes em hemizigose;

- O fator zigosidade ndo reduziu a produtividade de grdos de milho.
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