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RESUMO

A presenca de larva de Diabrotica speciosa danifica o sistema radicular do milho e
causa reducdo na produtividade de gréos, principalmente nas lavouras de
segunda safra. A aplicacéo de inseticida no sulco de semeadura pode ser eficaz,
porém, esta forma de controle assume carater preventivo e implica maior custo de
producdo e impacto ambiental. Avaliaram-se a eficacia dos genétipos AG7000RW
e DKB330RW (Cry3Bbl) e de suas isolineas na reducao do dano da larva de D.
speciosa na raiz do milho, a eficacia do inseticida fipronil aplicado no sulco de
semeadura e o efeito da interacdo de ambos os tratamentos sobre a
produtividade dos gendtipos de milho, bem como a época de semeadura em que
ocorre maior dano da larva. O experimento de eficacia foi instalado em Itabera,
SP, na safra 2011/2012, sob sistema de plantio direto na palha apds cultura de
aveia. Os danos nas raizes foram avaliados aos 52 dias apds a emergéncia,
atribuindo-se nota visual de acordo com sua intensidade. O acamamento foi
determinado contando-se as plantas com inclinagdo maior que 25° em relagéo ao
proprio eixo no momento da colheita. Os gendtipos AG7000 e DKB330 sem
inseticida apresentaram dano, e as notas resultantes foram 1,62 e 1,85, enquanto
as notas de suas isolineas Bt foram 0,25 e 0,24, respectivamente. Os genaétipos
AG7000 e AG700RW obtiveram os maiores percentuais de matéria e quantidade
de massa seca na raiz em relacdo a DKB330 e DKB330RW, independentemente
da aplicacdo do inseticida. O acamamento de 46,7% encontrado para 0 genétipo
DKB330 sem aplicacdo de inseticida refletiu negativamente na produtividade
deste tratamento. Por outro lado, com a aplicagéo de inseticida, 0 acamamento
variou de 0,2% a 2,2% entre os gendtipos, nao influenciando sua produtividade. A
proteina Cry3Bb1 foi eficaz na redu¢édo dos danos na raiz independentemente do
genotipo testado. Gendtipos com alto potencial produtivo e com menor massa de
raiz podem apresentar maior resposta de produtividade quando protegidos com a
toxina ou o inseticida na presenca de alta populacdo de larvas. Na safra
2010/2011, avaliaram-se os danos na raiz do milho ndo Bt em quatro épocas de
semeadura em Itabera (14/10, 3/11, 25/11 e 20/12) e trés em Castro, PR (29/9,
21/10 e 11/11). Na safra seguinte, de 2011/2012, avaliaram-se seis épocas em
Itabera (21/9, 18/10, 21/11, 28/12, 30/1 e 20/2) e quatro em Castro (20/9, 10/10,
30/10 e 20/11). Constatou-se que, a partir da segunda época, 0os danos na raiz
atingiram nota superior a 3,0 e permaneceram acima de 4,0 em todas as demais
épocas de semeadura em Itabera, nas duas safras avaliadas. Em Castro, apenas
a semeadura de 20/11/2011 atingiu nota superior a 3,0. A utilizagdo da protecéo
na raiz do milho, pela utilizacao de inseticida ou toxina, apresentou maior resposta
nas semeaduras realizadas a partir do més de outubro na regido de Itabera.

Palavras-chave: Acamamento. Larva de Diabrotica. Fipronil. Toxina Cry3Bbl.
Bacillus thuringiensis. Manejo de praga.



ABSTRACT

The presence of Diabrotica speciosa larvae causes damage to corn root system
and reduction in grain yield, mainly in second season crops. Applying insecticide in
the seed furrow can be effective, but this assumes a form of preventive control and
implies higher production costs and environmental impact. We evaluated the
efficacy of genotypes AG7000RW and DKB330RW (Cry3Bbl) and their isolines to
reduce the damage caused by D. speciosa larvae to corn root system, the efficacy
of the insecticide fipronil applied in the furrow, and the effect of the interaction of
both treatments on the yield of maize hybrids, as well as the planting date when
the most severe damage occurs. The efficacy experiment was carried out in
Itaberd, SP, in no-till planting system after oat crop. The damage to the roots was
evaluated 52 days after emergence, using a visual score according to its intensity.
Stalk lodging was determined by counting the plants leaning more than 25° in
relation to its own axis at harvest. Genotypes AG7000 and DKB330 with no
insecticide application presented damage and the resulting scores were 1.62 and
1.85, whereas the scores of their Bt isolines were 0.25 and 0.24, respectively.
Genotypes AG7000 and AG700RW had the highest percentage of matter and
amount of dry root in relation to DKB330 and DKB330RW, regardless of
insecticide application. Stalk lodging of 46.7% found in non-Bt genotype DKB330
with no insecticide application reflected negatively on the yield of this treatment. In
contrast, with insecticide application, stalk lodging ranged from 0.2% to 2.2%
between genotypes, not influencing their yield. Cry3Bb1l protein was effective in
reducing the damage to the root regardless of the genotype tested. Genotypes
with high yield potential and lower root mass may present higher yield response
when protected by the toxin or insecticide in the presence of a large larval
population. In the 2010/2011 season, we assessed the damage in non-Bt corn root
at four planting dates in Itabera (10/14, 11/3, 11/25, and 12/20) and three in
Castro, PR (9/29, 10/21, and 11/11). In the following season, 2011/2012, we
evaluated six planting dates in Itabera (9/21, 10/18, 11/21, 12/28, 1/30, and 2/20)
and four in Castro (9/20, 10/10, 10/30, and 11/20). We observed that, from the
second planting date on, the root damage reached scores over 3.0 and remained
above 4.0 in all other planting dates in Itabera in both seasons. In Castro, only the
seeding performed in 11/20/2011 reached a score above 3.0. The use of
protection in corn root, by applying insecticide or toxin, presented a greater
response in sowing carried out from October on in the region of Itabera.

Keywords: Stalk lodging. Corn rootworm. Fipronil. Cry3Bbl toxin. Bacillus
thuringiensis. Pest management.
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1. INTRODUCAO

No Brasil a cultura do milho ocupou area semeada de aproximadamente
15.128 milhdes de hectares na safra 2011/2012, sendo 7.940 na primeira safra e
7.188 na segunda safra (22% maior em relacdo a safra anterior), com a regiao
Centro-Oeste do pais semeando uma area expressiva apos a colheita da soja
(CONAB, 2012).

O Parana é lider na producao brasileira de milho, participando, em média,
com 23% da producéo total do pais e com consumo meédio estimado deste cereal
no estado ao redor de 8,8 milhdes de toneladas anuais das quais 70% é
destinada a alimentacdo animal, principalmente para a avicultura de corte e
suinocultura que séo responsaveis pelo consumo de 62% (SEAB, 2011).

Com o incremento da area de milho de segunda safra, tem aumentado a
incidéncia de larvas de Diabrotica speciosa as quais causam consideraveis danos
ao sistema radicular dessa graminea, especialmente em sistema de plantio direto
na palha (GASSEN, 1994). D. speciosa é uma praga polifaga que afeta diversas
culturas no Brasil (HAJI, 1981; GASSEN, 1989). A semeadura de milho apés
feijdo, na presenca de plantas voluntarias de feijao, apresenta os maiores riscos
devido ao aumento da densidade dos adultos deste inseto que se alimentam da
area foliar desta cultura. O controle do adulto por meio da aplicacdo de inseticidas
quimicos foliares ndo tem se mostrado eficiente devido as constantes
reinfestacdes provenientes de &reas vizinhas (MARTINEZ, 2003).

Nas condicdes do Brasil, entender a bioecologia deste inseto na cultura do
feijdo e da batata € fundamental para se definir medidas de controle na cultura do
milho. Em experimento conduzido em condi¢cdes controladas, Carvalho e
Hohmann (1982) utilizaram plantas de feijdo para estimar consumo foliar médio
de D. speciosa obtendo valores de 0,70 cm? por adulto por dia, podendo atingir
10,32 cm? durante toda a fase adulta.

Estudo realizado com a cultura do feijdo em seu estadio inicial mostrou que
cada inseto adulto de D. speciosa provocou 7,8%, 5,6% e 3,2% de reducao foliar
nas plantas com uma, duas e trés semanas de idade, respectivamente (SILVA et
al., 2003). O controle do adulto nos nossos sistemas de cultivo € realizado quase

que exclusivamente com pulverizacbes de inseticidas sintéticos resultando em
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constantes reinfestacbes 0 que leva o0s agricultores a repetir as aplicacdes
(ARRUDA-GATTI; VENTURA, 2003).

A aplicacdo de inseticida no sulco de semeadura (liquido ou granulado)
proporcionou reducdo no dano da larva de D. speciosa na raiz do milho e no
acamamento de plantas, resultando em 54% de aumento no rendimento de graos; a
mesma resposta ndo foi observada com a aplicagcéo via tratamento de sementes,
devido a baixa dose, pequena distribuicdo no solo e seu curto efeito residual
(VIANA; MAROCHI, 2002). Segundo Avila e Gomez (2001) a aplicagdo dos
inseticidas terbufés, clorpirifds e fipronil no sulco de semeadura, concomitantemente
a operacdo de semeadura do milho, oferecem uma alternativa eficiente no controle
de larva de D. speciosa nesta cultura.

Estudo realizado para avaliar o nimero de larva por planta capaz de causar
dano em raiz de milho foi conduzido em vasos contendo vermiculita como subtrato.
Utilizou-se, entédo, 0, 40, 80, 160 e 320 larvas por planta, infestada aos sete dias
apos a emergéncia, onde se concluiram que menos de 40 larvas sao suficientes
para reduzir 0 peso seco da raiz, peso seco da parte aérea e a altura de planta em
relacdo ao tratamento sem a presenca da larva (MARQUES; AVILA; PARRA, 1999).
Gassen (1994; 1996) propbe que dez larvas D. speciosa por raiz de milho séo
capazes de causar dano suficiente para causar acamamento das plantas e
consequente reducao da producéo de graos.

Segundo estimativa realizada por Mitchell (2002), considerando-se as
condicOes tipicas de pressdo populacional de larvas de Diabrotica virgifera virgifera
(LeConte) nos EUA, a utilizacdo de hibridos que expressam a proteina Cry3Bbl
oferecera um maior rendimento de grdos entre 9-28% em relagdo aos ndo Bt sem
controle, e em torno de 1,5-4,5% aos nédo Bt tratados com inseticida de solo.

Diabrotica v. virgifera, nos Estados Unidos da América, causa prejuizo de um
bilhdo de dodlares anuais aos agricultores americanos incluindo perdas na
produtividade e custo com controle (CHANDLER, 2003). No Brasil em condi¢cfes de
alta densidade de larva presente na raiz, tem-se relatado reduc¢éo na produtividade
que pode variar entre 10 e 13% na cultura do milho (VIANA, 2010).



2. OBJETIVO GERAL

» Avaliar a eficacia de genotipos de milho que expressam a proteina Cry3Bb1,
de inseticida aplicado no sulco e da época de semeadura na reducdo do dano D.

speciosa na raiz do milho.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar possiveis diferencas na eficacia da reducdo de dano entre os
gendtipos AG7000RW® e DKB330RW;

» Avaliar a eficdcia da aplicagdo de inseticida pulverizado no sulco de
semeadura na reducdo do dano na raiz, comparado ao uso de plantas
geneticamente modificadas;

= Avaliar o efeito dos inseticidas e genotipos sobre a produtividade de graos de
milho;

= Avaliar o acamamento de plantas, sua producao de gréos e seu efeito sobre a
producéo total;

» Avaliar o efeito dos inseticidas e genotipos sobre o percentual e a quantidade
de massa seca da raiz, estande inicial e final;

= Avaliar o efeito da época de semeadura sobre a intensidade de danos na raiz
do milho.

@ RW refere-se ao Inglés Corn Rootworm.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Experimentos conduzidos pela Fundacdo ABC desde a década de noventa
demonstram que o0 manejo de D. speciosa na cultura do milho torna-se dificil devido
ao dano da larva ocorrer na raiz e que depois de constatado néo é possivel adotar
acOes curativas. Até 0 momento € possivel, através de levantamentos, identificar
apenas a regido onde ocorre maior frequéncia e intensidade de dano dentro das
épocas de semeadura do milho.

A adocao da rotagcdo de culturas, com a presenca da soja, feijao, batata,
milho, aveia, azevém e trigo, proporciona abundancia de alimento com qualidade e
boa distribuicdo durante o ano todo para as larvas e adultos. Esta pratica € um
aliado importante a favor da praga, pois a alimentacdo de boa qualidade na fase
larval é decisiva para a viabilidade e boa capacidade reprodutiva do adulto
(MILANEZ, 1995).

O adulto, apés a sua emergéncia do solo, voa para o interior das lavouras de
milho para realizar a postura. A atividade de voo dos insetos € muito variavel e pode
ser influenciada por fatores biéticos e abioticos, e a sua a compreensédo pode ser Util
para melhorar a eficacia de programas de manejo de pragas (NAVA; AVILA;
PARRA, 2004).

Segundo EMBRAPA (2004), as larvas atacam o sistema radicular do milho
causando expressivos prejuizos nas lavouras de segunda safra nos estados do Sul
e em algumas areas das regifes Sudeste e Centro-Oeste do Brasil.

A aplicagédo de inseticida granulado ou pulverizado no sulco de semeadura
pode ser eficaz, porém devido ao desconhecimento da técnica de previsao de
ocorréncia desta praga no Brasil, esta forma de controle assume um carater
preventivo (GASSEN, 1996).

A possivel utilizagdo da biotecnologia pelos produtores brasileiros para
manejar esta praga através da utilizacdo dos genadtipos geneticamente modificados
gue expressam uma ou mais proteinas toxicas depende das informacdes que devem
ser geradas no campo, visto que nao existe informacéo local.

Experimentos de campo conduzidos por Steffey et al. (2006) demonstraram

que gendtipos YGRW apresentaram dano meédio acima do aceitavel recebendo
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nota de dano de 3,15 em julho e 3,60 em agosto (escala 1-6), com consequente
presenca de plantas com sintomas de acamamento.

Estudos realizados sobre o comportamento da alimentag&o de larva de D. v.
virgifera sobre gendtipo com o evento MON863 (Cry3Bb1) demonstraram dois tipos
de comportamento: no primeiro as larvas apresentavam tecido de raiz no sistema
digestivo, indicando alimentagdo, segmentos abdominais reduzidos e pequeno
movimento corporal. No segundo as larvas apresentavam deslocamento no sentido
vertical da massa de raiz, com fragmentos de raizes nas mandibulas, sistema
digestivo vazio indicando auséncia de alimentacdo e morrendo provavelmente
devido a inanigéo, indicando uma possivel ndo preferéncia por raizes com a toxina
(CLARK et al., 2006).

Entre os beneficios esperados nos Estados Unidos da América com 0 uso
desta tecnologia estéo incluidos: aumento na protecdo das raizes, reducdo do uso
de inseticida aplicado no momento da semeadura, reducao do tempo destinado ao
manuseio de produtos e maquinas para aplicacdo e consequente melhora na
eficiéncia das semeadoras, reducdo da incidéncia de plantas com podriddao de
colmo, reducdo do impacto ambiental negativo causado pelo uso de inseticidas,
economia de agua utilizada na aplicacdo dos inseticidas, entre outros (RICE, 2004).

3.1 DISTRIBUICAO E COMPORTAMENTO DE D. speciosa NO BRASIL

Devido a oferta de alimento e adaptacéo climatica, esta espécie é encontrada
em todas as regides agricolas do pais. A vaquinha é o besouro facilmente
encontrado causando danos econdmicos nas culturas do feijao e hortalicas. A fase
larval € uma das principais pragas em milho e milheto no sul do Brasil atacando as
raizes adventicias e causando o tombamento de plantas (GASSEN, 2002).

Em condi¢des de campo, na cultura do feijdo, a maior parte dos adultos de D.
speciosa foi encontrada na parte superior das plantas, independentemente do
periodo do dia, poréem as atividades de alimentacdo, movimentacdo e voo foram
correlacionadas positivamente com o0 aumento da temperatura do ambiente
(LAUMANN et al., 2003). Os adultos apresentam maior atividade de voo na cultura
do milho, independente do sexo, entre 17 e 19 horas (NAVA, AVILA; PARRA, 2004).



19

3.2 ASPECTOS MORFOLOGICOS, CICLO DE VIDA E PLANTAS HOSPEDEIRAS

DE D. speciosa

O adulto de D. speciosa possui coloracdo esverdeada, antenas escuras,
cabeca variando do pardo avermelhado ao negro e labro, escutelo, metatorax, tibias
e tarsos negros; em cada élitro apresenta trés manchas transverso-ovalares, de
coloracdo amarela (HAJI, 1981). Os ovos sao de cor alaranjada medindo menos de
0,5 mm de diametro. As larvas apresentam aproximadamente um centimetro de
comprimento e séao afiladas na extremidade anterior. Apresentam coloracdo branca
com placa anal e cabeca preta (GASSEN, 1984).

D. speciosa passa por trés instares larvais e o ciclo biolégico completo
transcorre num periodo inferior a dois meses, permitindo fazer entre cinco e seis
geracdes por ano ja que nao ocorre diapausa no inverno (GASSEN, 1996). O adulto
faz a postura na superficie do solo e na base das plantas hospedeiras (GASSEN,
1994).

Os ovos apresentam um periodo de incubagdo médio de 8,8 dias a
temperatura de 25<C. O periodo larval dura, em média, 17,5 dias a uma temperatura
de 25T e umidade relativa de 60%. Completado o periodo larval, estas constroem
abrigos (camara pupais), para se transformarem em pré-pupa e pupa. As fases de
pré-pupa e de pupa transcorrem em 4,8 e 6,9 dias, respectivamente (MILANEZ,
1995).

A coOpula desta espécie predomina no periodo noturno (18 as 24hs) e possui
uma duracdo meédia de 2,7 horas. Fémeas com idade superior a trés dias
apresentam capacidade de atracdo dos machos através dos feromoénios sexuais e
em alguns casos compostos cuticulares agem como feromdnio sexual de contato
(NARDI, 2010).

Os adultos da D. speciosa alimentam-se de folhas de feijao, girassol,
ervilhaca, abobora, hortalicas em geral e milho dentre outras culturas (VIANA:
MAROCHI, 1995).

Fémeas adultas alimentadas com folhas de batata e feijao demonstraram
capacidade superior de postura em relacdo a soja e milho podendo este
comportamento estar relacionado ao teor de nitrogénio na folha destas culturas,
porém ao avaliar a sobrevivéncia de grupo de adultos alimentados com as mesmas

folnas apenas no milho ocorreu significativa mortalidade a partir do sétimo dia
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acumulando mais de 90% aos 22 dias (AVILA: PARRA, 2002). Bitencourt (2007)
demonstrou que fémeas adultas alimentadas com folhas de trigo e milho realizaram
oviposicdo de um reduzido numero de ovos ou ndo realizaram oviposi¢cao
respectivamente, indicando que estas espécies ndo sao hospedeiras adequadas
para a alimentac&o da fase adulta.

De acordo com Nardi (2010), estudando-se os estimulos olfativos envolvidos
na selecdo hospedeira de D. speciosa, observou-se que as fémeas fecundadas,
aparentemente, sdo repelidas pelos volateis produzidos por plantas atacadas por
larvas.

As larvas se alimentam de raizes com preferéncia pelas de gramineas ou
tubérculos de batata. Milanez (1995) utilizando teste de livre escolha comparou a
preferéncia de postura de D. speciosa em plantas hospedeiras, sendo a do milho a
preferida como local para oviposi¢do quando comparada a soja, feijdo, arroz e o solo
nu.

Segundo Avila e Parra (2002) radicelas de milho e tubérculos de batata
enraizada constituiram os melhores alimentos para o desenvolvimento de larvas de
D. speciosa, enquanto as folhas de batata e feijdo foram os alimentos mais

adequados para os adultos.

3.3 DANOS DE D. speciosa NA CULTURA DO MILHO

Os sintomas podem ser descritos como escoriacdo nas raizes primarias,
formando galerias e destruicAo das raizes secundarias, consequéncias da
alimentacdo da fase larval do inseto. Quando os danos ocorrem nas raizes
adventicias estes provocam o tombamento das plantas denominado de "pescoc¢o de
ganso” ou “milho-ajoelhado” (GASSEN, 1996).

Segundo Fancelli (2000) o potencial de producédo do milho € definido entre a
fase de quatro a seis folhas expandidas, e a confirmacdo do numero de fileiras da
espiga ocorrera entre a sétima e nona folha expandida; portanto estresse nesta
etapa do crescimento resulta em reducdo de produtividade. O consumo da raiz
reduz a capacidade da planta de absorver agua e nutrientes, tornando-a menos
produtiva como também mais suscetivel as doencas radiculares e ao tombamento, o

que acarreta perdas da producédo (KHALER et al., 1985).
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Plantas com danos moderados a severos nas raizes estdo sujeitas ao
acamamento e, como consequéncia, produzem espigas menores e,
consequentemente, as perdas na colheita mecanizada sdo maiores devido a
dificuldade de recolhimento pela plataforma da colhedora (WEDBERG, 1996). As
espigas produzidas pelas plantas caidas poderdo entrar em contato com o solo
proporcionando condi¢des favoraveis para a infec¢cdo por fungos e/ou germinacao
dos gréos em épocas chuvosas.

Segundo Viana e Marochi (2002) em estudo conduzido na area de atuacao da
FUNDACAO ABC durante trés anos (1993-1995), as perdas de produtividade foram

maiores quando a cultura foi conduzida em condi¢fes de estresse hidrico.



4. FATORES QUE INFLUENCIAM A OCORRENCIA DE D. speciosa

Os fatores que afetam a ocorréncia de D. speciosa podem ser divididos em
abidticos (temperatura, umidade e tipo de solo) e bidticos (tipos de alimento e

Inimigos naturais).

4.1 INFLUENCIA DA TEMPERATURA SOBRE D. speciosa

A fisiologia, tanto do adulto como das formas imaturas, é afetada diretamente
pela temperatura. Quando submetidos a temperatura de 18, 20, 22, 25, 30 e 32°C a
viabilidade dos ovos variou de 67 a 82%, ndo apresentando diferenca significativa
entre as temperaturas avaliadas; por outro lado, larvas mantidas a temperaturas
entre 20 e 30°C apresentaram sobrevivéncia entre 48,4 e 59,2%, reduzindo para
28% quando mantida nas duas temperaturas extremas 18 e 32°C (MILANEZ;
PARRA, 2000a).

A sensibilidade de ovos de Diabrotica viridula a baixa temperatura € maior
que a de D. speciosa (CABRERA WALSH, 2003). D. viridula parece se comportar
como uma espécie mais vigorosa em relacdo a D. speciosa demonstrando um
tempo médio de vida e fertilidade maior em laboratorio; no entanto, em condicdes
nao controladas apresenta maiores restricbes para realizacdo da postura em
ambiente com baixa temperatura, por isso espera-se sua distribuicdo em regides
tropicais e subtropicais com pequena frequéncia em areas temperadas (CABRERA
WALSH, 2005).

O multivoltinismo e a ndo ocorréncia de diapausa nos ovos, ja foi
demonstrada para outras espécies de Diabrotica da América do Sul (CABRERA
WALSH, 2003).

4.2 TIPOS DE SOLO E TEOR DE UMIDADE

Milanez e Parra (2000b) estudaram a preferéncia de oviposicdo de D.
speciosa em quatro tipos de solos e niveis diferentes de umidade e de maneira geral
as fémeas realizaram postura de um maior nUmero de ovos em solos escuros com

maiores teores de matéria organica e com teor de umidade entre 26 e 63%.
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A umidade do solo estd diretamente ligada ao conteddo de argila, a
profundidade no solo e a topografia da area, sendo a umidade um dos fatores que
afetam o comportamento de postura das fémeas.

Fémeas de D. v. virgifera preferem fazer posturas em solos mais umidos, e
nas fissuras, protegendo os ovos de predadores e da dessecacdo devido a falta de
umidade (TURPIN, 1972).

O intervalo ideal de umidade do solo para postura de D. speciosa esta entre
26 e 63%, sendo que em solos mais secos com teores abaixo de 22% as fémeas
evitam realizar a postura (MILANEZ, 1995). No Brasil a maior &rea cultivada com
milho n&o utiliza irrigacéo e se encontra em solos bem drenados com disponibilidade
irregular de agua da chuva, provocando frequentes periodos de estresse hidrico
durante o ciclo da cultura, podendo afetar organismos sensiveis a falta de umidade
do solo, como as larvas de Diabrotica.

As larvas de D. v. virgifera recém-eclodidas precisam movimentar-se no
interior da camada do solo a procura de alimento, e as particulas grosseiras de areia
presentes no solo podem causar efeito abrasivo danificando suas cuticulas em
ambiente seco, podendo leva-las & morte devido a desidratacdo (TURPIN, 1972). A
reducdo do teor de areia, ou aumento do conteudo de argila do solo aumenta a
sobrevivéncia das larvas de D. v. virgifera no campo (TURPIN; PETERS, 1971).

A influéncia destes fatores sobre D. speciosa precisam ser mais bem
estudados, devido a postura ocorrer na base das plantas e no momento da eclosdo
a larva esta proxima da raiz, reduzindo a necessidade de movimentagdo no interior
do solo em busca de alimento.

Tanto o tipo quanto a cor do solo afetam o comportamento dos adultos de D.
speciosa. Comparando quatro tipos de solo, Milanez (1995) verificou que em Terra
Roxa Estruturada Distréfica, as fémeas de D. speciosa colocaram cerca de cinco
vezes mais ovos em relagdo ao Latossolo Roxo Distréfico, Cambissolo Hiamico Alico
e Terra Roxa Estruturada Latossdlica. Apenas a cor do substrato é suficiente para
interferir no comportamento do adulto.

Entretanto, a quantidade de ovos colocada pela fémea de D. speciosa foi
cerca de seis vezes maior nas cores escuras (preta e verde), em comparacdo as

claras (vermelha, amarela e branca) todas incorporadas em gaze (MILANEZ, 1995).



5. CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E MECANISMO DE ACAO DAS
PROTEINAS CRY

As toxinas Cry sao classificadas baseando-se na sequencia primaria em
aproximadamente 70 tipos (Cryl a Cry70) e diversos subtipos (ex: CrylAa e
CrylBa). Existe uma alta especificidade entre tais tipos, sendo ativas apenas contra
um numero limitado de insetos das ordens Lepidoptera, Coleoptera, Diptera e
nematoides (CRICKMORE et al.,1998; BRAVO et al., 2007). A familia de toxinas
Cry3D representa o maior grupo, com mais de 53 diferentes tipos. Os demais tipos
estdo divididos nas demais familias de toxinas Cry mosquitocida (Mtx), binéria (Bin)
e a Cyt (CRICKMORE et al., 2011).

A estrutura tridimensional € conservada entre os membros da familia Cry3D,
sugerindo que os membros desta proteina podem dividir mecanismo de acao similar
embora apresentem pequena similaridade na sequéncia dos aminoacidos. A
estrutura da proteina Cry3Bbl apresenta trés dominios: o dominio | € composto
pelos residuos 64-294 distribuidos em sete alfa-hélices que formam uma super
hélice ao redor de uma hélice central, o dominio Il composto pelos residuos 295-503
que estdo distribuidos em trés folhas betas antiparalelas e o dominio Ill composto
pelos residuos 504-652 distribuidos em duas folhas betas antiparalelas (GALITSKY
et al., 2001).

Dois modelos tém sido postulados para o modo de acéo das toxinas Cry3D: o
da formagcdo de poro e o da sinalizagdo celular, sendo o primeiro mais aceito
(SOBERON et al., 2009).

Segundo Fabrick et al. (2009) existem semelhancas no modo de acédo da
proteina Cry3D em Lepidoptera e Coleoptera sendo a caderina o receptor chave
para as toxinas Cry em ambas as ordens. Em Lepidoptera, a toxina CrylA é ativada
por uma protease e se liga em receptores da caderina na superficie apical da
membrana do intestino médio. A morte da célula é devido a ativacao de uma via de
sinalizacao intracelular, ou através da formacdo de oligbmeros de toxina que se
ligam a aminopeptidase-N (APN) e/ou fosfatase alcalina (ALP) para formagao dos
poros na membrana resultando no desequilibrio osmoético da célula. A figura 1
representa esquematicamente o mecanismo de acdo em nivel molecular da toxina

Cry3D em Lepidoptera.
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Estudos realizados por Murdock et al. (1987) sugerem que a proteinase thiol-
dependente ativa em pH &acido no intestino médio do inseto esta presente entre
muitas espécies de Coleoptera, atuando como enzima digestiva. Em seguida, no
intestino médio a toxina Cry3 interage com uma ADAM especifica (desintegrina e
metaloprotease) e a toxina se liga a caderina resultando na sua oligomerizacao.
Apesar da reduzida informacéo a respeito de receptores especificos para as toxinas
Cry3 em Coleoptera, no intestino médio, sabe-se que a transcricdo para caderina em
D. v. virgifera é mais abundante no primeiro, segundo e terceiro instar larval e
parece ser reduzida em pupas, retornando em adultos, estando a expressao limitada
ao intestino médio ndo sendo encontrada em tegumento ou gordura corporal
(SAYED et al., 2007).

O conhecimento do mecanismo de acdo das proteinas Cry é fundamental
devido ao uso crescente de plantas que expressam as toxinas Bt, particularmente
em sistemas de cultivo onde refugio ndo é regulamentado por lei e a selecdo de
insetos resistentes provavelmente se tornara um problema, com isto novas formas
de combater a resisténcia precisam ser desenvolvidos e colocadas em pratica muito
em breve, além das estratégias de piramidacdo de genes e de alta dose (BRAVO;
SOBERON, 2008).

Identificar os niveis de expressdo da proteina Cry3D nas culturas em seus
diferentes O0rgdos e fases de crescimento torna-se necessario para melhor tracar
planos de manejo de resisténcia. Ao analisar tecidos provenientes das raizes,
colmos, folhas baixeiras e superiores de milho MON88017, Nguyen e Jehle (2009)
demonstraram que os niveis de expressao da proteina Cry3Bb1l sdo menores nestes
tecidos a partir do estagio fenolégico de nove folhas abertas até grao massa seca
(45% matéria seca) e que a quantidade total de proteina produzida por hectare no
final do ciclo é maior devido o aumento da biomassa na planta. Estudo conduzido
por Meissle; Pilz e Romeis (2009) demonstraram que larvas de segundo instar de D.
v. virgifera que se alimentaram em raizes de plantulas de milho que expressavam a
proteina Cry3Bbl ndo diferiram em mortalidade daquelas que se alimentaram das
raizes de plantulas ndo Bt, sugerindo que os niveis observados de Cry3Bbl nos
tecidos de raizes do milho Bt podem ser suficientes para afetar apenas o primeiro

instar larval.
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FIGURA 1 - Representacdo esquematica do mecanismo de ac&o da toxina Cry3D em Lepidoptera em
nivel molecular — (adaptada de PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2012).

O mecanismo de acao mais recente em nivel molecular da toxina Cry3D em
Lepidoptera envolve as seguintes etapas: (1) ingestdo da protoxina Cry3D, a qual é
solubilizada no intestino médio da larva devido ao alto pH e condi¢gbes redutoras e
ativado por proteases, gerando o fragmento da toxina; (2) ligacdo dos mondémeros
da toxina Cry3D com baixa afinidade a receptores ALP e APN, e assim sua
aproximagcdo da membrana; (3) inducdo da clivagem da regido N-terminal e
oligomerizacdo da toxina Cry3D a partir da sua interagdo com o receptor CAD
(caderina) com alta afinidade; (4) ligacdo do oligdbmero ao receptor ALP e APN e (5)
formacdo do poro (adaptado de PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2012).



6. A IMPORTANCIA DA AREA DE REFUGIO PARA O MANEJO D AS
POPULACOES DE D. speciosa

O evento MON863 (Cry3Bb1l) foi o primeiro a obter registro em 2003 nos
Estados Unidos da América para controle de larva de D. v. virgifera em milho. Desde
entdo se adotou um plano de manejo de resisténcia para esta praga, o qual deveria
conter 20% da area plantada com milho ndo Bt na forma de refugio estruturado em
blocos dentro da lavoura, na adjacéncia ou faixas dentro da lavoura Bt apresentando
pelo menos quatro linhas continuas, além de um plano de acg&o corretiva, um
programa educativo e de observancia por parte do produtor e 0 monitoramento da
resisténcia de acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental - EPA (EPA, 2010a).

A aplicacdo de inseticida no sulco de semeadura para a reducado dos danos
da larva na raiz é permitida na area de reflugio, porém o controle do adulto via
aplicacdo de inseticida foliar ndo se permite, visto que isto comprometeria a
finalidade do refugio. Havendo a necessidade de controle de outras pragas em toda
a lavoura, é permitida a aplicacdo sobre a area de reflgio e neste caso devem-se
utilizar produtos registrados para esta finalidade (EPA, 2007).

A preocupacdo com o desempenho e o prolongamento da vida util desta
tecnologia no campo tem sido motivo de intensos estudos nos EUA e Europa,
principalmente apGs o primeiro relato de lavoura envolvida em resisténcia de D. v.
virgifera a toxina Cry3Bbl nos Estados Unidos da América (GASSMANN et al.,
2011).

Logo apéds a liberagdo comercial dos genotipos piramidados com Cry3Bbl e
Cry34Abl/Cry35Abl, estes foram registrados com um plano de manejo de
resisténcia de apenas 5% de nao Bt plantados em blocos ou faixas (EPA, 2009).

Mais recentemente, para lavouras semeadas com gendtipos que expressam a
proteina binaria Cry34Ab1/Cry35Abl, foi aprovado o reflgio ensacado através da
mistura de 10% de sementes ndo Bt (EPA, 2010b). Em abril de 2011 os gendtipos
piramidados com a proteina Cry3Bbl mais Cry34Ab1/Cry35Abl obtiveram registro
para refagio ensacado com a mistura de 5% de sementes nao Bt (EPA, 2011). Apés
uma década da aprovacdo da tecnologia Bt para controle de D. v. virgifera nos
Estados Unidos da América, Tabashnik e Gould (2012) concluiram que o refugio de
20% e 5% para genotipos contendo uma e duas proteinas, respectivamente, néo

estdo adequados por se tratar de proteinas que ndo expressam alta dose para a
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praga alvo podendo desenvolver resisténcia em condicdo de lavoura. Estes autores
recomendam ao EPA um aumento da area de reflgio para 50% e 20% para 0S
genotipos que expressam uma e duas proteinas ativas para a praga alvo,
respectivamente.

No Brasil as exigéncias para as areas de reflgio para o evento MON88017
deverdo ser definidas apos estudo de fatores como: multivoltinismo de D. speciosa;
possibilidade da fase de larval se desenvolver em outras espécies hospedeiras que
atuariam como refugio alternativo; plantas hospedeiras preferéncias para as larvas e
adultos sdo diferentes; o adulto ndo apresenta dano econémico na cultura do milho;
ocorréncia de sobreposicado de geragdes; auséncia de diapausa em todas as fases
do ciclo; inverno menos rigoroso em relacdo aos EUA; além das plantas

expressarem apenas uma proteina de moderada a baixa dose.



7. MATERIAIS E METODOS

Foram realizados cinco experimentos: um para avaliar a eficacia da toxina na
reducdo dos danos da larva de D. speciosa na raiz do milho e os demais para avaliar

o efeito da época de semeadura sobre os danos.

7.1 EFICACIA DE GENOTIPOS DE MILHO CONTENDO O GENE Cry3Bbl NA
REDUCAO DE DANO DE D. speciosa.

O experimento foi conduzido na area da Estacdo Experimental da Fundacao
ABC no municipio de Itabera, Sdo Paulo — Brasil, localizada nas coordenadas de 24°
04’ 4,62” de latitude Sul e 49° 09’ 5,18” de longitude Leste com altitude de 730
metros.

A cultura do milho foi conduzida sob o sistema de plantio direto na palha, ndo
irrigado, ap6s a cultura da aveia dessecada com 960 g i.a. ha™ de glifosato com
sessenta e cinco dias de antecedéncia. A semeadura foi realizada em 27/12/2011
adotando o espacamento de 0,80 metros entre linhas com populacdo de

aproximadamente 70.000 plantas por ha™.

7.1.1 Clima, solo e adubacéo

O clima é classificado como Cwa (clima temperado Umido com inverno seco e
verdo quente) (KOPPEN, 1928). O solo é classificado como LVdi(Latossolo
Vermelho distréfico tipico de textura argilosa, relevo suave ondulado) (EMBRAPA,
2006).

A éarea experimental foi adubada com semeadora modelo SHM 15/17,
utilizando-se facdo como condutor de fertilizante, na dose de 16, 60, 40 kg ha™ de
nitrogénio CO(NH,),, fésforo (P,0s) e potassio (K;O) respectivamente. Aos nove
dias ap6s a emergéncia (DAE) na fase V3@ foi aplicado manualmente em cobertura
para cada parcela o equivalente a 157,5 kg ha™ de nitrogénio CO(NH), e 30 kg ha™*
de potéassio (K,0). As caracteristicas quimicas do solo estdo apresentadas na tabela

@ Na pagina 75 no anexo A, encontra-se a descrigdo dos estagios fenologicos da planta de milho
conforme descrito por RITCHIE; HANWAY; BENSON, 2003.



30

1. A anélise fisica do solo apresentou em g kg™ de argila — 479; silte -123; areia —
398.

7.1.2 Genotipos utilizados, tratamento de semente, pulverizacdo do inseticida no

sulco e semeadura do feijao para atracao dos adultos

Foram utilizados os gendtipos AG7000RW e DKB330RW geneticamente
modificadas contendo o gene que expressa a proteina Cry3Bbl para controle das
larvas de D. speciosa e suas isolineas ndo modificadas denominadas AG7000 e
DKB330. As sementes foram obtidas da Monsanto do Brasil. As caracteristicas

agrondmicas dos gendétipos estdo apresentadas na tabela 2.



TABELA 1 - Caracteristicas quimicas do solo onde foi conduzido o experimento — Itabera Sdo Paulo - 2012

Prof P M.O. pH H+AI Al K Mg S.B. C.T.C. V AlICTC
Local cm mg dm?® g dm? mmolc/dm3 %
ltabera 00-10 56 31,68 6,3 16 ND 3,7 40 163,7 180,1 91 ND

10-20 34 22,56 4,8 40 2 3,2 7 43,8 83,9 52 4.4

CTC= Capacidade de troca de cétions do solo a pH 7,0; Al= Saturacdo por aluminio; V= Saturacdo por bases; Método de extracdo: pH- CaCl2; H + Al =
Solugéo tampédo SMP; Al, Ca e Mg= KCI 1 mol L-1; P e K = Resina; C- organico= Dumas.

TABELA 2 - Caracteristicas agrondmicas apresentadas pelos gendtipos utilizados no experimento — Itabera Sao Paulo - 2012.

" Tipo . Altura Altqra Evento / ~ Potencial
Genotipos - Ciclo planta espiga . Textura do grao :
Gendtipo N " Proteina produtivo
(cm) (cm)
AG7000 276,09 139,10 -- Semiduro /
Simples Precoce MONS8017 Médio/alto
DKB330 254,40 127,83 -- Semidentado /
Simples Superprecoce Alto
DKB330RW P Perp 255,34 129,43 I\(/gyggg:ll)? Amarelo

*Dados provenientes da area experimental.

T€
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O manejo da area experimental foi realizado um dia antes da semeadura do
milho aplicando-se glifosato na dose de 960 g i.a. ha'. Logo apés a semeadura
aplicou-se metomil 480 g i.a. ha™ com objetivo de controle da lagarta-do-cartucho do
milho (Spodoptera frugiperda) presente no solo debaixo da palhada de aveia e nas
plantas daninhas hospedeiras, visto que estes gendtipos ndo sdo Bt para
Lepidoptera e esta praga poderia reduzir o estande inicial devido ao habito de cortar
plantas no nivel do solo.

A semente foi tratada com inseticida e fungicida antes da semeadura. Foram
utilizados os fungicidas carbendazim + thiram na dose de 9,0 e 21,0 g i.a. ha™,
respectivamente, com objetivo de protecdo das sementes e plantulas contra ataque
de Phytium sp e Fusarium sp e garantir a uniformidade na emergéncia. Aplicou-se o
inseticida tiametoxam na dose de 42,0 g i.a. ha' a fim de proteger as plantulas do
dano do percevejo D. melacanthus, ja que este inseticida, nesta modalidade de
aplicacdo, apresenta pequeno efeito sobre larvas de D. speciosa devido ao curto
periodo residual e a baixa dose utilizada.

Aplicou-se no sulco de semeadura o inseticida fipronil na dose de 80 g i. a. ha’
1. conforme protocolo de campo apresentado no apéndice “A” na pagina 75. Fipronil
apresenta solubilidade em agua de 1,9 e 2,4 mg/L quando submetido a pH 5,0 e 9,0,
respectivamente, e meia vida maior que 100 dias (Cal/EPA, 2007).

ApoOs a realizacdo da adubacéo de base nas linhas de semeadura do milho,
demarcou-se o experimento com estacas de madeira, os sulcos foram abertos em
forma de “V’ com auxilio de sacho de jardinagem na profundidade de
aproximadamente 8 cm e 12 cm de largura na superficie do solo apenas nas
parcelas em que recebeu o tratamento com o inseticida no sulco.

Para a aplicacdo do inseticida utilizou-se equipamento costal pressurizado a
CO, operando com presséo constante de 18,5 Ib pol?, equipado com uma lanca
para acoplar na sua extremidade uma ponta tipo leque XR8002EVS mantida a altura
de 3 cm da superficie do sulco aberto, e caminhando & velocidade de 5,0 km h™
obteve-se um volume de calda de 75,0 L ha™.

Imediatamente apd6s a aplicacdo do inseticida, o sulco foi fechado e em
seguida realizou-se a semeadura do milho com auxilio de matraca manual do tipo
“saragua” colocando-se uma semente por cova espacada de 17,8 cm, utilizando-se

régua graduada ao lado da linha para manter as mesmas equidistantes.
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Aproveitou-se a operacédo de adubacao de base para a semeadura de feijao
na entrelinha do milho utilizando-se a semeadora com sete linhas, sendo quatro
adubando o sulco para milho e trés semeando feijdo sem fertilizante. Semeou-se
feijdo com o objetivo de atrair os adultos, em busca de alimento, para dentro da area
experimental para que posteriormente realizassem postura na base das plantas de
milho a fim de se obter alta densidade de larvas, para se testar a eficacia da proteina

em condi¢des do alto dano na raiz.

7.1.3 Tratos culturais

ApoOs a emergéncia do milho, o controle de lagarta-do-cartucho (S. frugiperda)
foi realizado por meio de pulverizacéo foliar de spinosad na dose de 28,8 g i.a. ha™
quando 20% das plantas apresentaram pelo menos uma folha com sintomas de
dano (CRUZ, 1995).

O controle de plantas daninhas e do feijdo semeado na entrelinha foi
realizado na fase V7 aos 29 (DAE) através da aplicacdo de atrazine mais
tembotrione na dose de 2400 e 100,8 g i.a. ha™, respectivamente, sob a forma de
jato dirigido na entrelinha.

Devido a semeadura tardia e a diferente susceptibilidade a doencas dos
genotipos, houve necessidade de manejo de doencas foliares o qual foi realizado
com o milho na fase de V6 (seis folhas desenvolvidas) aos 27 DAE e 11 dias apos
VT (emissdo da inflorescéncia masculina) aos 63 DAE com a aplicacdo de

azoxystrobina mais 6leo mineral na dose de 75g e 600 mL i.a. ha™, respectivamente.

7.1.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos aleatorizados dispostos
em um esquema fatorial (2x4), sendo dois niveis de inseticidas no sulco de
semeadura (fipronil 80 g i.a. ha® e sem inseticida) e quatro niveis de genétipos
(AG7000, AG7000RW, DKB330 e DKB330RW) obtendo-se oito tratamentos com
seis repeticdes totalizando quarenta e oito parcelas®. As parcelas experimentais

@) A tabela contendo a descricao dos tratamentos encontra-se na pagina 74 no apéndice A.
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foram constituidas de 24,0 m? (6 linhas de 5,0 metros), com area Util para colheita de
9,6 m? (3 linhas de 4,0 metros).
O esquema de analise da variancia aplicada no experimento esta

demonstrado na tabela 3.

TABELA 3 - Esquema da analise de variancia (ANOVA) aplicada no experimento de eficacia — Itabera
Séo Paulo - 2012.

Causas da variacéo Graus de liberdade (GL)
Gendtipos 3
Inseticidas 1
Interacao entre genotipos e Inseticida 3
(Tratamentos) (7)
Bloco 5
Residuo 35
Total 47

A normalidade dos dados foi verificada aplicando-se o teste de Shapiro-Wilk.
Em seguida os dados foram submetidos a verificagdo da homogeneidade de
variancia utilizando-se o método Box-Cox, ferramenta oferecida pelo programa SAS
System for Windows Version 9.3. Nao foi detectada a falta de normalidade, apenas a
nao homogeneidade nas variancias das variaveis dano e acamamento. Estes dados
foram transformados de acordo com a metodologia de Box-Cox (BOX e COX, 1964).
Depois de transformados, os dados foram submetidos a andlise de variancia, e
detectada diferenca entre as médias, estas foram comparadas pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

7.2 AVALIACOES

7.2.1 Estande inicial e final, dano na raiz, massa seca na raiz e numero de espigas

O estande inicial foi determinado aos 17 DAE na fase V4 contando-se as
plantas presentes em duas linhas de quatro metros de comprimento. O estande final
foi realizado em 2/5/2012 aos 121 DAE no momento da colheita contando-se as
plantas presentes em trés linhas de quatro metros de comprimento.

Com o auxilio de cortadeira aos 52 DAE na fase VT, foram removidas na
quinta linha de cada parcela 10 plantas com raiz juntamente com o solo que as
envolviam nas dimensdes de 20x20x20cm. Apoés lavagem individual com agua sob

pressdo, as mesmas foram avaliadas utilizando-se a escala de notas entre zero e
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trés, segundo Oleson et al. (2005), sendo: nota O - auséncia de danos; nota 1 - a

soma dos danos equivale a uma coroa danificada; nota 2 - a soma dos danos

equivale a duas coroas danificadas; nota 3 - a soma dos danos equivale a trés

coroas danificadas. Os danos entre uma coroa inteiramente danificada e outra foram

anotados em percentual de 0,25%; 0,50% e 0,75% conforme descritos na tabela 4.

As raizes receberam nota visual de dano, ndo havendo a contagem do numero de

raizes por coroa.

TABELA 4 - Descricdo detalhada da escala de nota para avaliacdo de sintomas de injaria nas raizes

do milho aplicada no experimento.

Nota . . o :
" Descri¢do dos sintomas de injuria na raiz
atribuida

0,000 Auséncia de injurias da larva nas raizes.

0025 2,5% das raizes apresentando sintomas de escoria¢cdes e/ou presenca
’ de galerias deixadas devido a alimentacéo da larva.

0.050 5,0% das raizes apresentando sintomas de escoriagdes ou presenca
' de galerias ou apenas varias raizes com as pontas danificadas.

0.10 10% das raizes de uma coroa cortadas a distancia de 3,8 centimetros
’ em relagdo ao colmo, ou menos.

0.95 25% das raizes de uma coroa cortadas a distancia de 3,8 centimetros
' em relagdo ao colmo, ou menos.

0.50 50% das raizes de uma coroa cortadas a distancia de 3,8 centimetros
' em relacdo ao colmo, ou menos.

0.75 75% de raizes de uma coroa cortadas a distancia de 3,8 centimetros
’ em relagdo ao colmo, ou menos.

1.00 A soma das injarias equivale a uma coroa com raizes cortadas a uma
' distancia de 3,8 centimetros em relacdo ao colmo, ou menos.

1,25

1,50 Uma coroa cortada + injaria adicional da segunda

1,75

2,00

2,25 Duas coroas cortadas + injdria adicional da terceira

2,50

2,75

3,00 Trés coroas completamente cortadas

Fonte: Oleson et al., 2005.
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A escala aplicada € utilizada na Universidade de lowa (http://www.ent.iasta
te.edu/pest/rootworm/nodeinjury/nodeinjury.html). As plantas cujas raizes receberam
notas de dano superior a 0,25 sdo mais susceptiveis ao acamamento e a perda de
produtividade quando cultivadas em condicdes de estresse hidrico e térmico se
comparada com aquelas que obtiveram notas de danos menores. No momento da
analise dos dados informaram-se as notas atribuidas as raizes das dez plantas da
parcela permitindo, desta forma, calcular a consisténcia 0,25, 0,50 e 0,75 do
tratamento expressa em percentual. Neste trabalho utilizou-se a consisténcia como
uma medida de frequéncia de plantas que apresentaram raizes com notas de dano
igual ou inferior a 0,25, 0,50 e 0,75. A consisténcia 0,25 indica o percentual de vezes
que o tratamento protegeu as raizes para que o dano ndo ultrapassasse o nivel
econdmico, permitindo a planta expressar seu potencial produtivo.

ApGs a avaliagdo de danos, todos os colmos foram cortados logo acima da
raiz adventicia e as raizes foram levadas para o laboratério para determinacdo da
massa seca ap0os expor as amostras a 72°C durante 72 horas.

O numero de espigas foi contado no momento da colheita dentro da area util
colhida (trés linhas de quatro metros), separando-se aquelas provenientes de

plantas acamadas e ndo acamadas.

7.2.2 Avaliagcdo de acamamento e colheita

Aos 121 DAE juntamente com a operacdo de colheita, foi contado o niamero
total de plantas em trés linhas de quatro metros onde se separou aquelas com
curvatura caracteristica na base do colmo e com desvio maior que 25° em relacao
ao proprio eixo vertical sendo classificadas como acamadas.

A colheita das plantas acamadas e ndo acamadas foi realizada de forma
separada e as espigas foram debulhadas manualmente e em seguida retiradas a
impureza e determinada a umidade. Para determinagdo da produtividade de cada
parcela as amostras foram padronizadas para umidade de 13%.

O percentual de gréo ardido foi determinado pesando-se 250 gramas de
graos por amostra e em seguida identificando e pesando-se aqueles que
apresentaram sintomas caracteristicos. A massa de mil gréos foi obtida contando e

pesando-se, ao acaso, 250 graos por amostra.
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7.2.3 Monitoramento e coleta de adultos de D. speciosa

O acompanhamento da dinamica populacional dos adultos teve inicio em
18/11/2011 (39 dias antes da semeadura) e foi realizado semanalmente até V13, por
meio de rede entomoldgica de varredura de 35 cm de diametro entre o periodo que
compreende das 17h00min as 19h00min. As amostras foram realizadas sobre uma
linha de feijdo com dez metros de comprimento, totalizando sete redadas em cada
ponto e repetidas em quinze pontos aleatorizados dentro da area experimental.

Os golpes de redes foram realizados sobre as folhas superiores das plantas e
0s insetos capturados foram coletados com auxilio de um aspirador entomoldgico,
contados e liberados na &rea experimental no final de cada avaliagdo. Apds a
aplicacdo dos herbicidas continuou-se com 0s mesmos procedimentos até a morte
completa das plantas de feijao.

Durante o periodo de conducdo do experimento retirou-se uma amostra
contendo aproximadamente trezentos insetos adultos que foram acondicionados em
alcool 92° GL e em seguida encaminhados para a Embrapa Soja, em Londrina

Parand, para identificacdo e confirmacao da espécie.



8. AVALIACAO DO EFEITO DA EPOCA DE SEMEADURA SOBRE O DANO DE
D. speciosa EM RAIZ DE MILHO

Os experimentos foram conduzidos nos anos agricolas 2010/2011 e
2011/2012 nas estac¢des experimentais da Fundacdo ABC, no municipio de Castro —
PR e Itabera - SP.

Os experimentos em Castro-PR foram instalados em area localizada nas
coordenadas de 24° 51’ 44,84” de latitude Sul e 49° 56’ 10,43” de longitude Leste
com altitude de 1032 metros, conduzida sob sistema de plantio direto na palha apos
a cultura da aveia. O clima é classificado como Cfb (denominado de temperado
umido, com verdes frescos, geadas severas demasiadamente frequentes e sem
estacdo seca definida) (KOPPEN, 1928). O solo é classificado como LBd1
(LATOSSOLO BRUNO Distrdfico tipico, textura argilosa, relevo suave ondulado
entre 2-4%) (EMBRAPA, 2006).

A andlise fisica do solo apresentou em g kg™ de argila — 563; silte -190; areia
—247.

Os experimentos em Itabera-SP foram instalados em area localizada nas
coordenadas de 24°04’ 9,08” de latitude Sul e 49° 09’ 2,66” de longitude Leste com
altitude de 730 metros, conduzida sob sistema de plantio direto na palha apés a
cultura da aveia. O clima é classificado como Cwa (clima temperado umido com
inverno seco e verdo quente) (KOPPEN, 1928). O solo é classificado como
LVdl(Latossolo Vermelho distréfico tipico de textura argilosa, relevo suave
ondulado) (EMBRAPA, 2006). A anélise fisica do solo apresentou em g kg™ de
argila — 479; silte -123; areia — 398.

Para ambos os locais a area experimental foi adubada com semeadora
modelo SHM 15/17, utilizando-se facdo como condutor de fertilizante, na dose de 16,
60, 40 kg ha'! de nitrogénio CO(NH.),, fésforo (P.Os) e potassio (K»0),
respectivamente. Na fase V3/V4 foi aplicado manualmente em cobertura para cada
parcela o equivalente a 157,5 kg ha™® de nitrogénio CO(NH,), e 30 kg ha' de
potassio (K;0).

Para os quatro experimentos, nos dois locais, em todas as épocas, 0 manejo
da area foi realizado entre um e trés dias antes da semeadura do milho aplicando-se

glifosato na dose de 960 g i.a. ha’. A semente foi tratada com os fungicidas
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carbendazim + thiram na dose de 9,0 e 21,0 g i.a. ha, respectivamente, e com o
inseticida tiametoxam na dose de 42,0 g i.a. ha™

O controle de plantas daninhas foi realizado na fase V2 e V4 através da
aplicacdo de atrazine mais tembotrione na dose de 1000 e 52,5 g ia. ha?,
respectivamente. O manejo de doencas foliares foi realizado com o milho na fase de
V6 e repetido entre 10-15 dias apés VT por meio da aplicacdo de azoxystrobina mais
6leo mineral na dose de 75g e 600 mL i.a. ha™, respectivamente.

Nestes experimentos (época de semeadura) ndo foi semeado feijdo na
entrelinha do milho para atrair adultos, os danos avaliados na raiz sdo resultantes da
populacdo de larvas oriundas dos adultos naturalmente presentes na area
experimental. Utilizou-se o gendtipo P30F53H, isento de toxina para Coleoptera, no
espacamento de 0,80 m e aproximadamente 70.000 ha*, para todas as épocas,
safras e locais.

Com o auxilio de cortadeira foram removidas cinco plantas com raiz
juntamente com o solo que as envolviam nas dimensdes de 20x20x20cm. Apoés
lavagem individual com agua sob presséo, as mesmas foram avaliadas utilizando-se
a escala de notas entre um e seis, segundo Hills e Peters (1971), sendo: nota 1 -
raiz sem dano ou apresentando pequenas areas escoriadas decorrentes da
alimentacao da larva; nota 2 — escoriados evidentes, porém sem presenca de raizes
cortadas com menos de 3,8 cm de comprimento a partir da sua base; nota 3 - varias
raizes cortadas com menos 3,8 cm de comprimento da base, porém a soma destas
ndo equivale a uma coroa destruida; nota 4 - Uma coroa destruida com menos de
3,8 cm em relacdo a base; nota 5 - duas coroas destruidas com menos de 3,8 cm
em relacdo a base; nota 6 - trés coroas destruidas com menos de 3,8 cm em relacéo
a base. Notas maiores que 3 na escala de 1 a 6 indicam perdas econdmicas de
acordo com os autores. Aplicou-se a escala de 1 a 6 por se tratar de experimentos
iniciados no ano anterior e que sera conduzido nos anos seguintes optando-se entao
por ndo alterar a metodologia.

As informacbOes referentes aos locais, safras, datas de semeaduras,

avaliacOes de dano na raiz e o estagio fenoldgico do milho constam na tabela 5.



40

TABELA 5 — Local, safra, data de semeadura, avaliagcdo de raiz e estagio fenoldégico do milho em
Itaberd - Sdo Paulo e Castro - Parana.

Data Estagio Dias apo6s a
Local Safra Epoca — A9 bos
Avaliacao | fenoldgico | emergéncia
Semeadura ’
de raiz
1 14/10/2010 | 28/12/2010 V13 67
2 3/11/2010 5/1/2011 VT 56
2010/2011
3 25/11/2010 | 22/1/2011 VT 51
4 20/12/2010 | 28/2/2011 R1 64
, 1 21/9/2011 | 16/12/2011 VT 78
ltabera
SP 2 18/10/2011 | 15/1/2012 R1 81
3 21/11/2011 | 19/1/2012 V13 50
2011/2012
4 28/12/2011 | 23/2/2012 VT 51
5 30/1/2012 | 21/3/2012 V10 46
6 20/2/2012 | 19/4/2012 VT 52
1 29/9/2010 | 20/12/2010 VT 74
2010/2011 2 21/10/2010 | 30/12/2010 V13 63
3 11/11/2010 | 13/1/2011 VT 57
C";‘,ﬁro 1 | 20/9/2011 | 22/12/2011 VT 85
2 10/10/2011 | 4/1/2012 V15 78
2011/2012
3 30/10/2011 | 7/1/2012 VT 62
4 20/11/2011 | 2/2/2012 VT 68

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos aleatorizados com dois
tratamentos (inseticida no sulco de semeadura e testemunha sem inseticida) com
doze repeticbes totalizando vinte e quatro parcelas por época de semeadura. As
parcelas experimentais foram constituidas de 20 m? (1linha de 25,0 metros).



9. RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 EFICACIA DE GENOTIPOS DE MILHO EXPRESSANDO A TOXINA Cry3Bb1
NA REDUCAO DE DANO DE D. speciosa

9.1.1 Monitoramento de adultos de D. speciosa

Houve um aumento gradativo de adultos capturados desde o inicio do
monitoramento na primavera até atingir a maxima densidade populacional no final de
janeiro com 20,8 adultos, mantendo-se no més de fevereiro niveis semelhantes aos
de duas a trés semanas anteriores (Figura 2). Entre 16/12/2011 e 11/1/2012 ocorreu
uma reducdo na populacdo, devido, possivelmente, a aplicacdo de herbicida e
consequente morte das plantas de feijao.

Os individuos capturados logo apds a maxima densidade populacional eram
na sua maioria pequenos, as fémeas ndo apresentavam abddmen proeminente
devido ao pequeno desenvolvimento do ovario, e ndo haviam fixado as cores verde
e amarela nos élitros. Estas caracteristicas indicam que estes adultos sé&o
provenientes de postura realizada no milho logo apés sua emergéncia, ou seja a
primeira geracao no milho. Apos a maxima densidade (31/1/12), os adultos deixaram
a area experimental em busca de alimento, ja que ndo mais havia feijdo presente
nas entrelinhas e as plantas de milho adultas ndo séo alvo de postura, fazendo com
que a populagéo dentro do experimento baixasse.

O comportamento populacional verificado parece caracteristico para um
inseto que nao apresenta diapausa no inverno, sendo o crescimento da populacao
dependente dos adultos sobreviventes desta estacdo do ano, do desenvolvimento
de plantas hospedeiras que servem como fonte de alimento para estes adultos e do
aumento gradual da temperatura que faz as geracdes tornarem-se mais curtas no

verao.
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FIGURA 2 - Numero médio de adultos de D. speciosa capturados com rede entomolégica de 35 cm
de didmetro em 15 pontos com sete redadas sobre uma linha de feijdo. Itabera - SP, 2012.
DAE= Dias Apo0s a Emergéncia do milho. Barras de erro representam o desvio padréo.

Resultados semelhantes foram obtidos durante trés anos consecutivos por
Hohmann e Carvalho (1989) em Londrina — PR, quando monitorou adultos com
armadilna adesiva amarela instalada acima das plantas de feijdo. Estudando
diferentes atrativos naturais para D. speciosa utilizando armadilha construida com
garrafa PET em horta orgéanica, Stupp; Boff e Gongalves (2006) em Rio do Sul, SC

obtiveram o maior nimero de adultos capturados entre fevereiro e marco.

9.1.2 Clima

A temperatura apresentou elevacao a partir do més de setembro, atingindo
valores de maxima em fevereiro e margo no final do verdo (Figura 3). A semeadura
do experimento de eficacia ocorreu quando a temperatura média atingiu 20°C no
final de dezembro, permanecendo entre 20°C e 25°C durante os trés meses
seguintes, condicdo em que o adulto de D. speciosa apresenta maior fecundidade

(AVILA; PARRA, 1999). Durante o primeiro decéndio dos meses de fevereiro e



43

margco a temperatura maxima média alcancou os 30°C, porém nao caracterizando
estresse térmico por alta temperatura para a cultura do milho.

35 4

30 -

25 -

3

‘520-

%

aé_lS- /’ .-'\_,' Semeadura Fase VT

S0 70T l l
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FIGURA 3 - Temperaturas maxima, minima e média observadas em abrigo durante a conducéo do
experimento. Itabera - SP, 2012
VT= fase de emissdo da inflorescéncia masculina.

A disponibilidade de agua no solo durante a conducdo do experimento foi
baixa devido a precipitacdo abaixo da média, totalizando 532 mm, com a irrigacédo
de 40 mm no inicio do segundo decéndio de fevereiro. Esta Unica aplicacdo de agua
via irrigacao foi realizada para facilitar o arranquio e avaliacdo das raizes. A restricao
de agua no solo continuou sendo observada no periodo reprodutivo que se iniciou
em marcgo, o que pode ser considerado uma condicdo de médio estresse hidrico
(Figura 4), caracterizando ambiente apropriado para a conducéo deste trabalho por
apresentar efeito negativo sobre a produtividade das plantas com raizes danificadas
devido a reducéo na capacidade de absorcéao de agua.
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FIGURA 4 - Balanco hidrico sequencial utilizando a evapotranspiracédo potencial por Penman-
Monteith durante a conducéo do experimento. Itabera - SP, 2012.

R2= fase de gréao leitoso.

Fonte: SMA Fundacao ABC - 2012.

9.1.3 Comparacgao de estande inicial e final, massa de mil gréos e percentual de

ardidos e numero de espigas por planta nos tratamentos avaliados

N&o foram observadas diferencas significativas para estande inicial e final de
plantas. Resultado esperado, ja que a larva deste inseto ndo se alimenta de
semente, ndo havendo danos ocasionados pelos adultos em plantulas.

A massa de mil grédos avaliada nas plantas sem sintoma de acamamento
demonstrou diferenca significativa apenas para genotipo na andlise de variancia
(ANOVA) (F=43,43; p=0,0001) sendo DKB330 maior que AG7000 independente da
presenca ou ndo da proteina e do inseticida. O percentual de grédos ardidos
avaliados em espigas das plantas sem sintomas de acamamento nao apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos na analise de variancia (ANOVA)
(F=0,95; p=0,5118).

Por outro lado, as analises de massa de mil grdos e grdos ardidos
provenientes das plantas com sintomas de acamamento ficaram prejudicadas devido
0s tratamentos com presenca da toxina, e aqueles com toxina mais inseticida nao
apresentarem acamamento em todas as repeticdes e/ou apenas um numero muito

limitado de plantas por repeti¢cdo, o que poderia interferir na precisdo da anélise.



45

N&o foram observadas diferengas significativas para a avaliacdo do namero
de espigas por planta acamada (ANOVA) (F=0,28; p=0,9833), o0 mesmo ocorrendo

para as plantas ndo acamadas (F=1,05; p=0,4291).

9.1.4 Avaliagdo do dano da larva de D. speciosa na raiz do milho

A avaliacdo do dano meédio na raiz € importante para se reconhecer o
potencial da praga. Neste caso foi superior a uma coroa e meia destruida nos dois
genaotipos ndo Bt, permitindo inferir com seguranca o comportamento no campo de
suas isolineas que expressam a proteina Cry3Bb1 para a protecédo contra o dano da

larva de D. speciosa (Tabela 6).

TABELA 6 - Dano médio nas raizes (0,00-3,00) ocasionado pela alimentacéo da larva de D. speciosa
nos diferentes tratamentos, avaliado aos 52 DAE (Dias Ap6s a Emergéncia) na fase
VT, Iltaberd - SP, 2012. Os valores mostrados referem-se aos dados nao
transformados, porém na andlise estatistica foi utilizada a seguinte transformacao (tdan

=dan™).
Inseticida aplicado no sulco
Genotipos

Testemunha Fipronil 80 gi.a. ha* CV (%) Pr>F
AG7000 1,62 B b 0,24 B a 29,6 0,0001
AG7000RW 0,25 A b 0,12 A a 215 0,0007
DKB330 1,85 B b 0,53 C a 42,5 0,0001
DKB330RW 0,24 A b 0,05 A a 18,6 0,0001

CV (%) 30,7 21,4
Pr>F 0,0001 0,0001

Médias seguidas por letras mailsculas iguais na coluna e minasculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Os gendtipos AG7000 (1,62) e DKB330 (1,85) ndo diferiram entre si e foram
inferiores as suas isolineas transformadas sem aplicagdo de inseticida. Quando
comparado com a aplicacdo de inseticida, DKB330 (0,53) apresentou o dobro do

dano de AG7000 (0,24), sendo inferior aos demais tratamentos.
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O dano no gendtipo DKB330 (0,53) tratado com inseticida ultrapassou o limite
de dano econbémico proposto por Oleson et al. (2005). Neste trabalho, os autores
determinaram que plantas com raizes com notas iguais ou inferiores a 0,25 em
condicdo de baixo estresse hidrico e térmico ndo apresentam reducdo de
produtividade sendo entdo considerados aceitaveis.

DKB330RW sem inseticida recebeu nota de dano de 0,24 sendo
significativamente inferior na comparacao com ele mesmo com inseticida, com dano
de 0,05. Resultado semelhante ocorreu com o genétipo AG7000RW (0,25) sem
inseticida e (0,12) com inseticida. Embora a aplicagdo de inseticida no sulco tenha
contribuido para a reducdo dos danos em ambos os genoétipos RW, este ocorreu
com nota igual ou abaixo do nivel de dano econdémico (0,25) o que demonstra o0 bom
desempenho da proteina nos dois gendtipos testados.

Na figura 5 encontra-se a caracterizagédo dos sintomas dos danos da larva de
D. speciosa na raiz do milho.

FIGURA 5 — Caracterizacdo dos danos da larva de D. speciosa na raiz do milho. Sintoma de dano
nas raizes e consequente curvatura do colmo (a), coroa da raiz adventicia totalmente
destruida pela larva (b) e galeria deixada pela larva ap6s a alimentacgéo (c).
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A pequena massa de raiz e a baixa solubilidade do inseticida fipronil utilizado
em condi¢des de pouca agua disponivel no solo podem ajudar a explicar os danos
no DKB330 (0,53) com aplicacédo de inseticida. Dentre os primeiros quarenta dias
ap0s a semeadura, trinta deles estiveram sob deficiéncia hidrica (Figura 4),
justamente o periodo que o inseticida deve oferecer a maior protecdo as raizes. A
baixa solubilidade de alguns inseticidas e a limitada quantidade de agua livre no solo
reduz a movimentacdo horizontal e vertical destes, influenciando diretamente sua
eficacia sendo os resultados menos satisfatérios em condicdes de elevadas
densidades de larva no solo (GRAY; STEFFEY, 1998a). Chuva abaixo da média e
mal distribuida ocorre com frequéncia na segunda safra, momento que coincide com
a maior populacdo de adulto e, consequentemente, de larva representando maior
risco de dano.

No gendtipo AG7000 a maior massa de raiz influenciou positivamente na
eficacia do inseticida (Tabela 6 e 8). De acordo com Riedel e Evenson (1993), apos
conduzir estudo para avaliar diferentes genadtipos durante as décadas de 60, 70 e 80
concluiram que o maior sistema radicular e consequente reducdo do acamamento
foram os principais fatores responsaveis pela tolerancia dos genétipos ao dano da
larva de D. v. virgifera na década de 80 nos EUA.

A renovacgdo da raiz apos o dano demonstra a tolerancia dos genotipos,
apresentando impacto positivo sobre a produtividade quando a disponibilidade de
agua no solo for baixa ap6s o dano ter ocorrido, caso contrario pode atuar
negativamente (GRAY; STEFFEY, 1998b).

A maior ou menor intensidade de dano em diferentes genétipos pode estar
relacionada a qualidade nutricional da raiz para a larva e devido a isto, em algumas
linhagens de milho, o pequeno consumo da raiz resultou em bom ganho de peso e
em outras maiores consumo resultou em perda de peso (MOESER; HIBBARD,
2005).

Durante a fase inicial de desenvolvimento e no momento das avaliagdes das
raizes foram observados danos severos na regido da coroa, principalmente no
genodtipo DKB330. Segundo Robert et al. (2012), as raizes da coroa do milho
cultivado apresentam as maiores concentracdes de &cido hidroxamico (DIMBOA)
que atuam como toxico para herbivoros generalistas, porém D. v. virgifera utilizou
este composto para identificar a regido mais nutritiva da raiz (coroa), apresentando

maior ganho de peso ao se alimentar da coroa em relagdo as outras regides.
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Entretanto, este efeito ndo foi determinado para os genotipos e condi¢des locais
deste estudo.

Em razdo da maior oferta de genoétipos adaptados e do crescimento da area
semeada na segunda safra, serd util quantificar a influéncia dos danos de D.
speciosa sobre a produtividade na época com maiores probabilidades de ocorrer
danos severos dentro de cada regido. De acordo com Tollefson (2007), durante
décadas foram utilizadas diversas técnicas, com enfoques quantitativos e
qualitativos, para selecionar gendtipos resistentes considerando aspectos como:
acamamento, nota de dano na raiz, resisténcia da raiz ao arranquio do solo, volume

e tamanho do sistema radicular, renovacgéo da raiz apés dano e produtividade.

9.1.5 Avaliacéo da consisténcia das notas de dano na raiz

A consisténcia® é um dos parametros importantes para se compreender o
potencial de acamamento na lavoura que pode ocorrer durante todo o ciclo da
cultura. Plantas que apresentam notas de dano maiores que 0,25 estdo mais
sujeitas a perda de produtividade e também sdo susceptiveis ao acamamento,
principalmente quando os danos estiverem concentrados na coroa localizada logo
acima do solo.

A planta torna-se mais susceptivel ao acamamento préximo da emissao do
penddo pelo fato de atingir sua altura maxima e ndo ter as raizes adventicias
completamente formadas. Vento forte na presenca de chuva intensa pode agravar o
problema deitando as plantas sobre o solo prejudicando a polinizacdo e a
fotossintese, podendo ainda ocorrer perda de espiga na colheita que daréo origem a
plantas voluntarias as quais servirdo de alimento para outras pragas (UNIVERSITY
OF MINNESOTA EXTENSION, 2007).

Os gendtipos AG7000 (3,3%) e DKB330 (0,0%) apresentaram baixa
consisténcia (0,25) na testemunha sem inseticida diferindo significativamente das
isolineas Bt com valores de 76,7 e 77,1% para os genotipos AG7000RW e
DKB330RW, respectivamente (Figura 6).

* Neste trabalho refere-se a frequéncia, medida em percentual, de plantas que receberam nota de
dano igual ou menor que 0,25, 0,50 e 0,75.
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FIGURA 6 — Avaliacdo da consisténcia (0,25) realizada aos 52 DAE na fase VT. Itabera - SP, 2012.
Médias seguidas de letras iguais, quando tratado ou ndo tratado com inseticida, nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Barras de erro
representam o desvio padréo.

A presenca do inseticida proporcionou uma elevacdo nos niveis de
consisténcia em relagdo a testemunha, onde DKB330 (58,0%) foi semelhante a
AG7000 (77,7%) e inferior aos dois genoétipos Bt AG7000RW (90,0%) e DKB330
(98,3%).

Ao abrir a interacao por inseticida na variavel consisténcia (0,25) observou-se
diferenca significativa para todos os tratamentos, mostrando que o mesmo contribuiu
para a elevacdo dos niveis em todos 0s genadtipos independentes se Bt ou ndo Bt
(Tabela 7)

Em relacdo aos gendtipos Bt na consisténcia (0,5) observou-se resposta
apenas para AG7000RW (86,7%) nao se repetindo para o genétipo DKB330RW
(88,6%), e a partir da consisténcia (0,75) AG7000RW (95,0%) e DKB330RW (94,3%)
ndo demonstraram resposta ficando esta restrita apenas os gendtipos ndo Bt
(Tabela 7).



TABELA 7 - Avaliacdo da consisténcia 0,25, 0,50 e 0,75 com a interagdo aberta por inseticida realizada aos 52 DAE na fase VT. Itabera Sdo Paulo, 2012.

Inseticida

Genotipos Dose gi.a.ha’  Modo de aplicaco % Consisténcia (0,25) Pr>F DESVPAD CV (%)
AG 7000 Fiproni 180 p.s* 77 o 00077 5 418
AcTooorw - L oS 500 2 00103 gy 68
o 50 1
kB3 RW s 663 2 00097 Ty 108

% Consisténcia (0,50)
AG 7000 Fiproni 180 oS 877 o 00003 Y 3
AGTOOORW RS oS 50 2 00422 gge S8
DKB 330 -Iziepsrtoerml;nB%a P.S 62:8 g 0,0067 156?279 56,3
DKB 330RW TF?Srtmu/ngc? P.S gg:g . 0,2266 144:6683 111
% Consisténcia (0,75)
AG 7000 l?psrtfrmns%a P.S 922? 2 0,0001 156,’1062 25,7
AGTooORW e p.s 0.7 a 06109 2 55
DKB 330 Fipronil 80 .S 80 00044 y5e 479
okB3I0RW e s 1000 4 04298 opy 100

' P.S.= Pulverizado no sulco de semeadura. Médias seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

0§
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A andlise destes resultados demonstram a dificuldade de controle da fase
larval deste inseto e que, embora, os melhores tratamentos, apresentando dano
meédio baixo, ndo estiveram livres de plantas com notas entre 0,25 e 0,75 quando

submetidos a alta populacéo de larva.

9.1.6 Avaliacéo do percentual de massa seca da raiz

O percentual de matéria seca da raiz foi maior no gendtipo AG7000 em
relacdo ao DKB330 caracteristica inerente ao genotipo independente da verséao Bt e
do inseticida aplicado no sulco (Figura 7).

Estudando a bionomia de D. v. virgifera, Chiang (1973) propde que a maioria
das larvas que mantém relacédo com as plantas sdo encontradas em contato com as
raizes, dentro delas ou em um volume de cinco litros de solo ao seu redor. Em
condi¢cdes de baixa umidade no solo, raizes com maior percentual de agua podem
oferecer um ambiente mais propicio para o desenvolvimento da larva no interior do
solo, reduzindo o efeito da desidratacdo, sendo entdo as do gendtipo DKB330,
possivelmente mais apropriadas por apresentar maior teor de agua em relacdo a
AG7000.

Do ponto de vista nutricional, segundo Moeser e Vidal (2004), a diferenca na
relacdo carbono/nitrogénio na raiz do milho, nas diversas fases de desenvolvimento
da planta, pode afetar o desenvolvimento larval D. v. virgifera, ja que larvas desta
espécie, quando alimentadas com raizes contendo maior teor de nitrogénio, tiveram
maior eficiéncia em transformar biomassa de raiz em biomassa de larva quando
comparadas aquelas com menor teor.

Portanto, é necessario um estudo bromatolégico que envolva além da
quantificacdo e do percentual da massa seca o0 seu valor nutricional nos diferentes
genaotipos e fases de desenvolvimento da planta, para melhor compreender seus

efeitos sobre o desenvolvimento da larva de D. speciosa.
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FIGURA 7 - Porcentagem de matéria seca na raiz avaliada aos 52 DAE na fase VT. Itabera - SP,
2012.
Médias seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05). Barras de erro representam o desvio padrao.

9.1.7 Avaliacdo da massa seca da raiz

Os gendtipos AG7000 e AG7000RW apresentaram maior massa de raiz em
ambas as situacdes testadas, com e sem inseticida, em relacdo a DKB330 e
DKB330RW (Tabela 8). Na comparacao feita entre os gendtipos notamos que
AG7000 (580) e AG700RW (562) tiveram sua massa seca aumentada com maior
intensidade na presenca de inseticida, em relacdo a testemunha sem inseticida
AG7000 (340) e AGT7000RW (384), possivelmente favorecidos pela melhor
distribuicdo do fertilizante no momento de abertura do sulco de semeadura para
aplicacdo do inseticida. O mesmo efeito ndo foi observado para o DKB330 e
DKB330RW devido sua caracteristica de pequena massa de raiz.

Quando os genotipos foram comparados individualmente na presenca e
auséncia de inseticida, apenas 0s genotipos AG7000 e AG7000RW foram
superiores a eles mesmos na presenca do inseticida.

A aplicacgédo do inseticida no sulco foi realizada manualmente devido a limitada
guantidade de semente impossibilitando a mecanizacdo do plantio e consequente
aplicacao do inseticida via equipamento acoplado a semeadora. A abertura do sulco
de semeadura para pulverizacdo do inseticida resultou provavelmente em melhor
homogeneidade do fertilizante no solo reduzindo um possivel efeito salino e
favorecendo o desenvolvimento das raizes. Os tratamentos sob estas condi¢bes

tiveram um aumento da massa seca da raiz que pode ter contribuido indiretamente
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para melhorar a eficacia do inseticida fipronil e da proteina Cry3Bb1l especialmente
para AG7000 e AG7000RW.

TABELA 8 - Massa de matéria seca (g) de dez raizes avaliadas aos 52 DAE na fase VT. Itabera - SP,

2012.
_ Inseticida aplicado no sulco
Hibridos
Testemunha Fipronil 80 g i.a. ha™ CV (%) Pr>F
AG7000 340 A b 580 A a 21,5 0,008
AG7000RW 384 A Db 562 A a 20,6 0,025
DKB330 123 B a 134 B a 10,5 0,264
DKB330RW 133 B a 142 B a 15,9 0,675
CV (%) 17,7 28,2
Pr>F 0,0001 0,0001

Médias seguidas por letras mailsculas iguais na coluna e minasculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

9.1.8 Avaliagéo do percentual de plantas acamadas

Com relagdo ao acamamento ocorreu resposta altamente positiva entre
genodtipos na auséncia da aplicacdo de inseticida, demonstrando a eficacia dos
gendtipos RW em relacdo aos ndo Bt. O gendtipo DKB330 (46,7), embora com valor
numerico bastante superior ao AG7000 (12,0), permaneceu no mMesmo grupo
estatistico deste, devido a maior variabilidade dentro do tratamento com valores
entre 22,1 a 79,4% de plantas acamadas (TABELA 9). O menor valor numérico
apresentado pelo AG7000 possivelmente tenha ocorrido devido a sua maior massa
seca de raiz. Os genotipos AG7000RW (1,2) e DKB330RW (3,5) foram semelhantes
entre si e superiores as suas isolineas néo Bt, na auséncia de inseticida. A avaliacédo
dos genodtipos com aplicacédo de inseticida demonstrou baixo percentual de plantas
acamadas, ndo havendo diferenca significativa entre os tratamentos, devido ao

efeito do inseticida sobrepor-se ao da toxina.
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Na comparacéo individual dos gendtipos na presenca e auséncia do inseticida
apenas o AG7000 e DKB330 apresentaram resposta significativa na redugdo do
acamamento em relacdo a si mesmos na presenca do inseticida.

N&do houve registro da ocorréncia de ventos fortes combinados com a
presenca de solo encharcado durante o periodo de maxima expressdo de dano e
antes da renovacao da raiz; ainda assim, DKB330 mostrou-se altamente susceptivel

ao acamamento na auséncia de inseticida quando comparado a AG7000.

TABELA 9 - Plantas com sintoma de acamamento (%) avaliado aos 121 DAE no momento da colheita
Itaberd - SP, 2012. Os valores mostrados referem-se aos dados nado transformados,
porém na analise estatistica foi utilizada a seguinte transformacéo (tacam = acam'o's).

Inseticida aplicado no sulco

Gendtipos .

Testemunha Fipronil 80 g i.a. ha CV (%) Pr>F
AG7000 12,0 B b 2,2 A a 43,7 0,015
AG7000RW 1,2 B a 0,5 A a 31,9 0,435
DKB330 46,7 A b 2,0 A a 47,9 0,011
DKB330RW 3,5 B a 0,2 A a 34,5 0,170

CV (%) 42,0 24,6
Pr>F 0,0001 0,2410

Médias seguidas por letras mailsculas iguais na coluna e minasculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

9.1.9 Avaliacéo da produtividade das plantas acamadas

Plantas acamadas podem estar presentes na lavoura independentemente da
presenca de danos da larva de D. speciosa na raiz. A presenca de fungos
fitopatogénicos na raiz e colmo, ventos fortes e nematoides podem dar origem a
plantas acamadas, e devido a isto podemos encontra-las em lavouras tratadas com
inseticida ou mesmo aquelas onde o genétipo expressa proteina Bt. Identificar a
causa do acamamento e a fase fenoldgica da cultura em que ele ocorreu é

importante para entender suas consequéncias.
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Neste experimento as plantas acamadas expressaram 0s sintomas na fase
reprodutiva predominando plantas caidas sobre o solo (sem sintomas de curvatura
da base do colmo) especialmente no gendtipo DKB330, limitando a capacidade da
planta em competir por agua, luz e nutrientes, e consequente prejuizo nas funcdes
fisiolégicas. As plantas acamadas do gendtipo AG7000 apresentavam desvio maior
que 25° em relagdo ao préprio eixo vertical, porém seus colmos se mantiveram, na
maioria, escorados nas plantas vizinhas, sem tocar o solo.

A interferéncia do acamamento sobre a produtividade esta relacionada a
fatores como solo, gendtipo, disponibilidade de agua no solo, entre outros. Em
estudo realizado por Carter e Hudelson (1988), simulando acamamento em plantas
sem dano na raiz, encontraram uma maior reducdo de produtividade quando
provocado na fase reprodutiva das plantas entre 13-31% (V17-R1) e menor quando
ocorre na fase vegetativa entre 2-6% (V10-V12) e 5-15% (V13-V15) dependendo do
genatipo avaliado.

Sob as condicbes deste experimento, na comparacao entre genotipos na
testemunha, DKB330 terminou o ciclo com 46,7% de plantas acamadas as quais
contribuiram com apenas 36,91% (3.863 kg) para a produtividade total do tratamento
(10.469 kg), enquanto as plantas sem sintomas (53,3%) foram responsaveis por
63,08% da produtividade total (6.606 kg) (Tabelas 10 e 11). Nao houve diferenca
significativa para a produtividade das plantas acamadas entre os gendétipos, quando
comparados com aplicacdo de inseticida, isto se deve areducdo do percentual de
plantas acamadas proporcionado pela aplicagao do inseticida no sulco.

Na comparacéo individual dos gendétipos, com e sem a presencga do inseticida,
apenas 0s genotipos AG7000 e DKB330 apresentaram reducdo significativa da
producado das plantas acamadas na presenca do inseticida.

Outra consequéncia decorrente do acamamento é a dificuldade da colheita
mecanica, especialmente das plantas caidas sobre o solo, a qual ndo permite o total
recolhimento para o interior da plataforma da colhedoura mesmo quando se reduz a
velocidade de avanco da colhedoura (Gallo, observacéo pessoal).

Reduzir a eficiéncia de colheita no milho interfere diretamente na dinamica de
operacdo com maquina na propriedade, pois com a adocdo da semeadura de
variedades de soja do grupo de maturacao V e VI em outubro ocorre a sobreposicao

da colheita desta ao milho.
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TABELA 10 - Avaliacdo de produtividade das plantas acamadas (kg ha'l) realizada no momento da
colheita aos 121 DAE. Itabera - SP, 2012.

Inseticida aplicado no sulco

Gendtipos
Testemunha Fipronil 80 g i.a. ha™ CV (%) Pr>F
AG7000 1186 B a 217 A b 81,8 0,051
AG7000RW 104 B a 51 A a 89,9 0,595
DKB330 3865 A a 178 A b 64,4 0,017
DKB330RW 289 B a 8 A a 106,8 0,108
CV (%) 75,8 98,9
Pr>F 0,0001 0,3017

Médias seguidas por letras mailsculas iguais na coluna e minasculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

9.1.10 Avaliacao da produtividade total

A produtividade total foi influenciada pelos danos na raiz, pelo acamamento e
pelo clima no inicio da fase reprodutiva e enchimento de grao que transcorreu num
periodo de pouca agua disponivel no solo (Figura 4).

N&o houve diferenga significativa na comparacdo entre os genotipos que
receberam a aplicacdo de inseticida, isto se deve a reducédo dos danos e ao baixo
percentual de plantas acamadas (Tabela 11). O gendtipo DKB330 na testemunha
produziu 1.771 Kg ha™ menos (14,46%) em relacéo a sua isolinea RW sendo inferior
aos demais, resultado influenciado pelo dano e o alto percentual de plantas
acamadas neste genotipo (46,7%). Este comportamento também se deve a menor
massa seca de raiz deste gendtipo, maior acamamento e possivelmente a pequena
habilidade de renovacgé&o da raiz apés o dano.

A produtividade total, na testemunha, dos genétipos AG7000 e AG7000RW

nao diferenciou significativamente, devido ao baixo percentual de plantas acamadas.
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TABELA 11 - Produtividade total (kg ha'l) - soma da produtividade das plantas com e sem sintomas
de acamamento em colheita realizada aos 121 DAE. Itabera - SP, 2012.

Inseticida aplicado no sulco

Hibridos
Testemunha Fipronil 80 g i.a. ha™ CV (%) Pr>F
AG7000 12154 A a 12388 A a 3,5 0,381
AG7000RW 12113 A a 12273 A a 3,7 0,565
DKB330 10469 B b 12171 A a 8,8 0,036
DKB330RW 12240 A a 12640 A a 4,0 0,183
CV (%) 6,3 3,5
Pr>F 0,001 0,405

Médias seguidas por letras mailsculas iguais na coluna e minasculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Na comparacdo individual dos genoétipos, com e sem a aplicacdo de
inseticida, apenas o DKB330 obteve produtividade superior significativa,
demonstrando resposta a protecdo do dano na raiz. O genoétipo AG7000 né&o
demonstrou diferenca significativa, podendo indicar uma tolerancia ao dano em
condi¢cdes de campo. Os gendtipos AG7000RW E DKB330RW nao tiveram sua
produtividade aumentada significantemente quando comparados individualmente na
presenca ou auséncia de inseticida.

A produtividade total do experimento mostrou correlagcdo negativa fraca com
acamamento e dano, -0,3540 (p=0,0136) e -0,4035 (p=0,0044), respectivamente, e
isso se deve ao comportamento apresentado pelo genétipo AG7000. Por outro lado,
o dano mostrou correlacéo positiva moderada com acamamento 0,6048 (p=0,0001)
determinada pela resposta do genétipo DKB330.

AG7000 e DKB330 apresentaram danos semelhantes, porém apenas o
primeiro ndo demonstrou reducao de produtividade em relagéo a sua isolinea RW na

testemunha, em funcdo do menor percentual de acamamento, da forma como ele
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ocorreu, sendo possivelmente influenciado pela maior massa seca de raiz e pela
maior capacidade de renovagdo desta apds dano.

Na figura 13 estéo representados os dados de acamamento e produtividade
total nas quarenta e oito parcelas avaliadas no experimento independente do
tratamento. O acamamento mantém-se inferior a 10% até a nota de dano médio da
parcela igual ou menor que 1,25. Parcelas com notas de dano médio superiores a
1,5 ocorrem um aumento do acamamento e atingem niveis proximos a 80%
naquelas com dano de 2,25 (Figura 8a).

Comportamento semelhante ocorreu com a produtividade. No intervalo entre
as notas 0 a 1,5 ela parece pouco afetada, e com valores maiores ocorre uma
rapida reducdo na produtividade das parcelas avaliadas (Figura 8b). Porém, estes
dados contemplam gendtipos com comportamento muito diferente no campo em

relacdo ao percentual de acamamento e a forma como ele ocorre.
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FIGURA 8 - Dados envolvendo todas as parcelas do experimento demonstrando a relacdo entre
dano, acamamento e produtividade total. Itaberd SP — 2012.

Quando os dados foram agrupados e analisados por genétipos observa-se a
diferenca no comportamento dos dois genotipos estudados, ficando clara a
necessidade de se caracterizar a resposta de cada gendétipo ao dano e o
consequente percentual de plantas que apresentam sintomas de acamamento e

posterior nivel de interferéncia destes fatores sobre a produtividade (Figura 9).
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FIGURA 9 - Comparativo da relagdo de dano, acamamento e produtividade total entre os genétipos
AG7000/7000RW e DKB330/330RW. Itabera SP- 2012.

O dano meédio na raiz demonstrou influéncia mais acentuada sobre o
acamamento nos genoétipos DKB330/330RW quando comparados aos genotipos
AG7000/7000RW (Figura 9 a b). A produtividade obtida pelos genotipos
AG7000/7000RW esta entre a faixa de 10.000 a 13.000 kg sendo menos afetada
pelos danos na raiz. Por outro lado, os genétipos DKB330/330RW apresentaram
valores de produtividade entre 8.000 e 13.000 kg sendo influenciada de maneira
direta pelo dano, principalmente quando este foi superior a 1,5 e pelo acamamento

(Figura 9 c d).
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10. EFEITO DA EPOCA DE SEMEADURA SOBRE O DANO DE D. speciosa EM
RAIZ DE MILHO

10.1 AVALIACAO DE DANO NA RAIZ DO MILHO EM ITABERA - SP

Nos experimentos de épocas de semeadura verificou-se que os danos nas
raizes atingem o nivel econémico (nota>3) a partir da semeadura de outubro,
periodo que coincide com o aumento populacional dos adultos. As plantas cuja
semeadura foi realizada a partir de novembro até fevereiro apresentaram danos
maiores ou proximos de 4.0, ou seja, pelo menos uma coroa destruida
demonstrando que a semeadura de segunda safra é mais sujeita ao dano de D.
speciosa (Figura 10).
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FIGURA 10 - Dano médio na raiz do milho na testemunha, de acordo com a época de semeadura no
genodtipo P30F53H em lItaberd — SP, safras 2010/2011 (a) e 2011/20012 (b). A linha
tracejada no grafico indica o nivel de dano econdmico segundo Hills e Peters (1971).
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O milho semeado na segunda safra (novembro a fevereiro) permanece no
campo até a chegada do inverno. A aveia preta (Avena sp.) utilizada como cobertura
no outono/inverno e juntamente com o trigo (Triticum aestivum L.) contribuem para
alimentar as larvas com suas raizes nesta época do ano (VENTURA; GOMES,
2004). A dindmica da época de semeadura das culturas de feijdo, milho e soja na
regido sul de Sao Paulo (altitude entre 600-700 metros) juntamente com a
temperatura sao fatores que influenciam na oferta de alimento e regulam o ciclo
reprodutivo de D. speciosa.

As primeiras semeaduras de lavouras de feijao tém ocorrido em julho e
agosto em éareas irrigadas atuando como fonte de alimento para os adultos das
primeiras geragcbes D. speciosa. A maior densidade populacional podera ocorrer
apos a colheita do feijdo, quando as plantas voluntarias emergem no interior das
lavouras do milho de segunda safra semeadas entre novembro e fevereiro (pos-
feijdo) garantindo alimento de boa qualidade para adultos oriundos das primeiras
geracbes que fardo postura na base das plantas de milho sem custo de
deslocamento a procura de plantas hospedeiras para as larvas. Na figura 11 consta
um levantamento da area média semeada com feijdo, soja e milho nas safras
2009/10, 2010/11 e 2011/12, na regiao de conducao do experimento de eficicia da
proteina.

20000
18000 - ‘
16000 - Y —o—Feijio —M- Miho - A Soja
¥ 14000 - C
12000 -
10000 -
8000 -
6000 -
4000 -

2000 -+

0 w
Jul ‘ Ago ‘ Set ‘Out ‘Nov ‘Dez ‘Jan Fev ‘Mar Abr

Area semeada ha

Més

FIGURA 11 — Epoca e area média semeada com a cultura do feijao, soja e milho nas safras 2009/10,
2010/11 e 2011/12 na regido de conducdo do experimento de eficacia. Amostra
composta por 13 municipios para a cultura do feijdo totalizando uma area de 14.480
hectares, 19 municipios para o milho com 23.830 hectares e 17 municipios para a cultura

da soja com 23.830 hectares. Itabera — SP, 2012.
Fonte: Agrobanco Fundagcédo ABC — 2012.
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10.2 AVALIACAO DE DANO NA RAIZ DO MILHO EM CASTRO - PR

Em Castro - PR, nas duas safras estudadas, apenas na semeadura de vinte
de novembro de 2011, o dano atingiu o nivel econémico (Figura 12). Em todas as

demais épocas de semeadura registraram-se notas de danos menores que trés.
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FIGURA 12 - Dano médio na raiz do milho na testemunha, de acordo com a época de semeadura no
genodtipo P30F53H em Castro — PR, safras 2010/2011(a) e 2011/2012 (b). A linha
tracejada no grafico indica o nivel de dano econdmico segundo Hills e Peters (1971).
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Na regido de atuacdo da Fundagcdo ABC localizada ao Sul do Parana com
altitude entre 800-1100 metros (compreende os municipios de Castro, Ponta Grossa,
Carambei, Palmeira, Imbituva, Ipiranga, Pirai do Sul, Jaquariaiva, Sengés e Tibagi) a
maior area de semeadura com a cultura do milho ocorre até o més de setembro
atingindo 86,69%, alcancando um valor acumulado de 96,37% em outubro na média
das trés dltimas safras (AGROBANCO FUNDACAO ABC, 2012).

A semeadura do feijao esta distribuida de setembro a fevereiro com uma area
maior em setembro e outubro e outra menor em janeiro apos milho colhido para
silagem, ndo havendo segunda safra de milho devido a limitacdo da baixa
temperatura no inverno. Nos meses de setembro e outubro, embora existindo
alimento de boa qualidade para o adulto, a baixa temperatura torna de D. speciosa
mais longo fazendo com que a populacdo cresca lentamente neste periodo,
atingindo a maxima densidade em fevereiro quando a temperatura € maior,
coincidindo com o desenvolvimento inicial do feijao semeado pés-milho colhido para
silagem, sendo entdo a fase adulta deste inseto importante praga desfolhadora na
cultura do feijdo. A interacdo entre a época de semeadura das culturas e a
temperatura torna o milho menos exposto aos danos em relagdo a segunda safra da
regido sul de Sao Paulo (Figuras 10 e 12).

Com isso as lavouras de milho atravessam o periodo preferencial de postura
de D. speciosa que compreende desde a emergéncia das plantas até seis folhas
desenvolvidas com presenca de reduzido numero de adultos, principalmente em
anos sob o efeito da La Nifia quando a temperatura média se apresenta ainda mais
baixa (Gallo, observacao pessoal). A continuidade dos levantamentos da densidade
populacional de adultos e da intensidade de danos na raiz é necessaria para a

manutencao e atualizacao destes dados ao longo dos anos.



11.CONCLUSOES

Os gendtipos AG7000RW e DKB330RW foram eficazes na reducédo do dano
na raiz do milho ocasionado pela larva de D. speciosa.

O inseticida fipronil reduziu significativamente os danos provocados pela larva
de D. speciosa e 0 acamamento de plantas, quando comparado a testemunha sem

controle, podendo ser utilizado na protecdo da raiz do milho.

O inseticida fipronil aplicado no sulco ndo proporcionou resposta para 0s
parametros produtividade e acamamento na presenca da proteina, independente do

genatipo testado.

Notas de danos semelhantes podem apresentar diferentes niveis de influéncia
sobre a produtividade, de acordo com o genétipo avaliado, devido seu efeito sobre o
acamamento; portanto ndo € possivel medir a perda de produtividade estimando

apenas este parametro de forma isolada.

As plantas de milho provenientes das semeaduras realizadas nos meses de
agosto e setembro estdo menos expostas ao dano de D. speciosa quando

comparadas aquelas semeadas apos este periodo.



12.CONSIDERACOES FINAIS

Os gendtipos geneticamente modificados que expressam a toxina Bt na raiz
representardo um avanco no manejo de D. speciosa, especialmente na segunda
safra, onde esta praga tem sido responsavel por parte das plantas acamadas devido
ao dano ocasionado pelas larvas e a pequena adoc¢do da protecdo da raiz através
da aplicacao de inseticida no sulco de semeadura nesta cultura em nosso pais.

Desde 1981 estudos tém sido realizados sobre a biologia de D. speciosa em
condicdo de laboratorio, porém é necesséario conhecer melhor a bioecologia deste
inseto nas condicbes das regides produtoras de milho no Brasil. Os estudos
realizados com D. v. virgifera nos EUA nem sempre podem ser transferidos para
nossas condicdes por se tratar de espécies diferentes vivendo em ambientes com
caracteristicas climéticas proprias e que apresentam coevolucdo com plantas
hospedeiras distintas, o que aparentemente pode resultar em mais diferencas que
semelhancas. Também h& necessidade de determinar se 0s gendtipos expressam
doses altas o suficiente para retardar a selecdo de fendtipos resistentes, se a
heranca genética é recessiva, qual a frequéncia do alelo nas populagbes, qual o
custo adaptativo e como sera a regulamentacao da area de refugio.

Conhecer o clima de cada regido, a dindmica dos cultivos, o nivel tecnoldgico
adotado pelo agricultor, as caracteristicas de cada gendtipo em relacdo a reacéo ao
dano na raiz e o acamamento, bem como a bioecologia deste inseto nos nossos
cenarios agricolas, poderdo contribuir para melhor aproveitamento e preservacao

desta tecnologia.
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APENDICE

Protocolo de campo.

Apéndice A - Protocolo utilizado para a conducéo do

experimento no campo.

Tratamento Pulverizacéo de sulco Gendtipos
1 AG7000
2 AG7000RW
Testemunha
3 DKB330
4 DKB330RW
5 AG7000
6 AG7000RW
Fipronil 80 g i.a. ha™
7 DKB330
8 DKB330RW




ANEXO

Estadios fenoldgicos da planta de milho.

Anexo A - Descricdo detalhada dos estadios de desen  volvimento vegetativo e reprodutivo da
planta de milho.

|. Fase Vegetativa

VE Emergéncia

V1 Primeira folha

V2 Segunda folha

V3 Terceira folha

V6 Sexta folha

V8 Oitava folha

V9 Nona folha

V12 Décima segunda folha

V15 Décima quinta folha

V18 Décima oitava folha

VT Emisséo da inflorescéncia masculina
Il. Fase Reprodutiva

R1 Florescimento

R2 Grao leitoso

R3 Grao pastoso

R4 Grao farinaceo

R5 Grao farinaceo-duro

R6 Maturidade fisioldgica

Fonte: RITCHIE, HANWAY; BENSON, 2003.



