Avaliacao de tecnologias de refuigio no cultivo de milho transgénico
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi comparar o uso de refugio tradicional em areas separadas com a
tecnologia alternativa de refigio pela mistura de sementes ndo transgénicas no saco (“refuge in the bag” — RIB)
em diferentes propor¢des. Foram utilizados os hibridos comerciais transgénicos AG 7000YG e DKB 390YG
com refugios plantados com as respectivas cultivares convencionais. Avaliaram-se sete tratamentos: RIB com
quatro propor¢des de mistura de sementes ndo transgénicas (2,5, 5,0, 7,5 e 10%) no saco; refugio tradicional,
com 10% da area plantada exclusivamente com cultivar ndo transgénica; e area totalmente cultivada com plantas
transgénicas ou totalmente com plantas nao transgénicas. O hibrido DKB 390YG foi o mais produtivo. Para
este hibrido, ndo foram observadas diferencas de produtividade entre os tratamentos, com exce¢do do controle
inteiramente convencional, que produziu menos. Com o hibrido AG 7000YG, a tecnologia RIB com proporgdes
de 5,0 e 7,5% de sementes ndo transgénicas apresentou as maiores produtividades, significativamente superiores
as do reftigio tradicional, que ndo diferiu do controle convencional. Nos tratamentos RIB, as diferencas nas
intensidades de dano por Spodoptera frugiperda nao se refletiram em diferengas na produtividade. O refugio
no saco ¢ alternativa viavel para substituir o método de refugio utilizado atualmente.

Termos para indexacdo: Spodoptera frugiperda, Zea mays, mistura de sementes, refiigio no saco, resisténcia
de insetos, "yieldgard".

Evaluation of refuge technologies in transgenic maize crop

Abstract — The objective of this work was to compare the traditional refuges in separated areas with the
alternative technology of refuge provided by the mixture of conventional seeds in the bag (refuge in the bag,
RIB) with different proportions. The commercial transgenic hybrids AG 7000YG and DKB 390YG were used
with the refuges sown with their respective conventional cultivars. Seven treatments were evaluated: RIB with
four mixing rates of nontransgenic seeds (2.5, 5.0, 7.5, and 10%); traditional refuge, with 10% of the areca sown
exclusively with nontransgenic cultivar; and entirely cultivated areas with transgenic or nontransgenic plants.
The DKB 390YG hybrid was the most productive. For this hybrid, there were no yield differences between
treatments, except for the control (entirely conventional), which had lower yield. With the AG 7000YG, RIB
technology with 5.0 and 7.5% of nontransgenic seeds provided the best yields, significantly higher than the one
from traditional refuge, which did not differ from the conventional control. In the RIB treatments, differences
in damage intensities by Spodoptera frugiperda did not reflect in yield differences. Refuge in the bag is a viable
alternative to the currently used refuge method.

Index terms: Spodoptera frugiperda, Zea mays, seed mixture, refuge in the bag, insect resistance, yieldgard.

Introducao

As pragas principais do milho (Zea mays L.)
podem acarretar perdas de produtividade de até¢ 60%,
dependendo da cultivar, do tipo de milho ¢ da época
em que ocorre o ataque (Cruz & Turpin, 1983). Neste
contexto, a utilizagdo de cultivares transgénicas
tem sido de extrema importdncia para o avango
na produtividade da cultura do milho. Na safra de
2010/2011, as cultivares transgénicas representaram
55,6% da area de milho cultivada no Brasil. No Brasil,
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o cultivo de culturas geneticamente modificadas (GM)
atingiu 25,4 milhdes de hectares na safra 2011/2012,
0 que tornou o pais o segundo maior produtor de
culturas GM, atras apenas dos Estados Unidos, com
66,8 milhoes de hectares (James, 2010).

Alguns insetos-alvo da tecnologia Bt podem
desenvolver resisténcia e transmitir essa resisténcia
para geragdes futuras. O manejo da resisténcia de
insetos (MRI) refere-se a um conjunto de praticas
aplicadas nas areas agricolas, com vistas a evitar
ou retardar a evolucdo da resisténcia das pragas aos
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métodos empregados no seu controle (Machado &
Fiuza, 2011).

Nesse contexto, a melhor maneira de preservar os
beneficios das plantas transgénicas ¢ a implementacao
de areas de refuigio (Martinelli & Omoto, 2005). Essa
tecnologia preconiza a semeadura de area com hibrido
milho ndo Bt — de porte e ciclo vegetativo similares
aos do hibrido transgénico —, na area semeada com
milho Bt. No refugio, a praga-alvo tera condi¢des de
sobrevivéncia e reproducdo, sem ser exposta a pressao
de selecao da proteina inseticida expressa na planta Bt.
O objetivo do refligio ¢ sincronizar os cruzamentos de
possiveis adultos sobreviventes a proteina inseticida
com insetos ainda suscetiveis provenientes da area de
reflgio, num esforgo de preservar na descendéncia dos
cruzamentos a suscetibilidade a proteina transgénica,
com consequente manutencdo dos beneficios da
tecnologia Bt (Bourguet et al., 2005).

Para facilitar o cumprimento das normas técnicas
de implantagdo de refiigios, as principais empresas
multinacionais produtoras de sementes de milho tém
cogitado a possibilidade de misturar uma percentagem
de sementes nao transgénicas diretamente nos sacos
com sementes transgénicas. Essa tecnologia foi
denominada de refiigio no saco (“refuge in the bag”
— RIB). Embora pareca ser uma solucdo simples para
o problema, essa tecnologia ndo foi utilizada antes
porque os hibridos existentes no mercado exigiam uma
area muito grande de refugio, de pelo menos 10%.
Como as sementes ndo transgénicas misturadas no saco
de transgénicas podem resultar no desenvolvimento
de plantas com desempenho agronOomico inferior as
demais, em razdo da suscetibilidade ao ataque dos
insetos e da auséncia de controle quimico, 10% pode
representar um prejuizo elevado para os agricultores.
No entanto, a nova geragao de transgénicos resistentes
a insetos apresentam duas proteinas Bt no mesmo
hibrido, o que reduz a necessidade de refugio para
5% da area. Ao se considerar que 95% da lavoura
sera pouco atacada, ¢ provavel que a mistura seja
economicamente preferivel a semeadura de 5% de ndo
transgénicos a parte. Nos Estados Unidos, a Agéncia
de Protecdo Ambiental (EPA) aprovou a utilizacdo da
tecnologia de refligio no saco para a safra de 2012, em
hibridos com duas proteinas Bt.

Entre as vantagens dessa nova tecnologia, destacam-
se: manejo simplificado do refagio, sem a necessidade
de técnicas diferentes para cada parte da lavoura;

uso de apenas um saco de sementes, 0 que evita
eventuais problemas, como, por exemplo, mistura na
proporcao errada de sementes; conveniéncia, ja que
o agricultor terd menos trabalho na organizacdo da
semeadura; aumento da eficiéncia de semeadura, o
que proporciona melhor aproveitamento do tempo e
das condigdes no campo; certeza do cumprimento das
normas de refugio, pois as sementes de milho ndo Bt
virdo misturadas uniformemente no saco; menor perda
de produtividade, uma vez que havera somente 5%
de milho nao Bt; afrouxamento na pressdo de selecido
de individuos resistentes a inseticidas quimicos, em
razdo da redugdo no seu uso; e melhor distribuicdo
do reftigio, proporcionada pela melhor distribuicdo
das plantas ndo Bt ao longo da area cultivada, o que
aumenta a probabilidade de os individuos suscetiveis
cruzarem com os que tenham adquirido resisténcia.

O objetivo deste trabalho foi comparar o uso de
refugio tradicional em areas separadas com a tecnologia
alternativa de refugio pela mistura de sementes nao-
transgénicas no saco (“refuge in the bag” — RIB) em
diferentes propor¢des.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na fazenda da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, da Universidade
Estadual Paulista, Jaboticabal, SP (21°1522"S e
48°18'58"W, a 595 m de altitude). O clima da regidao
¢ do tipo Aw, conforme a classificacdo de Koppen, e
a precipitagdo anual foi de 1.405 mm, no ano agricola
de 2010/2011. Foram utilizadas sementes de quatro
hibridos simples precoces de milho: AG 7000YG
(transgénico), AG 7000 (convencional), DKB 390YG
(transgénico) e DKB 390 (convencional), fornecidos
pela empresa Monsanto do Brasil Ltda.

O experimento foi constituido por sete tratamentos
para cada hibrido (Tabela 1): quatro tratamentos
de RIB, com diferentes percentagens de mistura de
sementes ndo transgénicas no saco (2,5, 5,0, 7,5 e
10%); reftigio tradicional, com plantio de 10% da
area exclusivamente com sementes nao transgénicas;
e uma area totalmente transgénica e outra totalmente
convencional. Utilizou-se o delineamento em blocos
ao acaso, com 19 repetigdes. As parcelas experimentais
foram constituidas de quatro linhas de 20 m de
comprimento cada, espacadas em 0,9 m entre linhas e
0,2 m entre plantas, o que possibilitou populacao total
aproximada de 55.555 plantas por hectare.
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As sementes transgénicas foram semeadas
mecanicamente em sistema de plantio direto, enquanto
as ndo transgénicas foram semeadas manualmente
com uso de “matracas”, de acordo com a mistura de
sementes estipulada para cada tratamento. Nao foi feita
a aplicagdo de inseticidas durante o experimento, ¢ as
plantas ndo transgénicas nao foram identificadas na area.
A adubagio ¢ os tratos culturais foram feitos conforme
as recomendacgdes técnicas para a cultura do milho.

Para garantir a infestagdo com a lagarta-do-cartucho
[Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)] na area,
foram feitas infestagOes artificiais de lagartas criadas
no Laboratério de Resisténcia de Plantas a Insetos
do Departamento de Fitossanidade, da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, da Universidade
Estadual Paulista, Jaboticabal, SP. As lagartas foram
obtidas por meio da criacdo estoque, mantidas em
laboratério e alimentadas com dieta artificial (Kasten
Junior et al., 1978). As mariposas foram soltas ao acaso
na area aos 3, 5, 10 e 15 dias apos a semeadura (DAS).

Tabela 1. Propor¢do de sementes transgénicas (YG) e ndo
transgénicas de hibridos de milho utilizadas nos tratamentos.

Tratamento Percentagem de sementes (%)
AG 7000YG AG 7000 DKB390YG DKB 390

RIB, mistura 2,5% 97,5 2,5 97,5 2,5
RIB, mistura 5,0% 95,0 5,0 95,0 5,0
RIB, mistura 7,5% 92,5 7,5 92,5 7,5
RIB, mistura 10% 90,0 10,0 90,0 10,0
Refugio tradicional 90,0 10,0 90,0 10,0
Transgénico 100 0 100 0
Convencional 0 100 0 100

RIB, refugio proporcionado pelo plantio de sementes convencionais e
transgénicas, misturadas no saco de sementes (“refuge in the bag”).

Foram feitas avaliagdes visuais de danos nas plantas e
realizadas estimativas de produtividade. As avaliagdes
visuais para S. frugiperda foram realizadas segundo
escala de notas de dano nas plantas (Tabela 2),
adaptada de Davis et al. (1992). As plantas foram
avaliadas aos 17, 24, 31 e 38 DAS. A intensidade de
dano nos tratamentos foi determinada pela avaliacdo
do dano no cartucho das plantas. Avaliaram-se dez
plantas na regido central de cada linha da parcela, mas
nao necessariamente as mesmas plantas nas avaliacdes
sucessivas. A nota de dano de cada parcela foi obtida
pela média das 40 notas individuais. Para as estimativas
de produtividade de grdos (Mg ha'), colheram-se
os 5,0 m centrais de cada uma das quatro linhas das
parcelas, e corrigiu-se a umidade dos graos para 13%.

A andlise de variancia foi realizada com uso do
programa SAS (SAS Institute, 2008), e as médias
foram comparadas pelo teste t, a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Verificou-se a presenca de S. frugiperda em
plantas transgénicas e ndo transgénicas, em todos os
tratamentos e hibridos. Contudo, lagartas grandes nao
foram visualizadas nas plantas transgénicas, o que
pode ter sido efeito da mortalidade ou do atraso no
desenvolvimento em razdo da ingestdo das toxinas Bt
(Bokonon-Ganta et al., 2003).

A precisdo experimental, estimada pelos coeficientes
de variacdo, foi considerada elevada, com excecgdo das
avaliagOes efetuadas aos 17 DAS. De modo geral,
os tratamentos com ambos os hibridos mantiveram a
mesma ordem em relagdo as notas de dano, ao longo

Tabela 2. Escala de notas (0 a 9) utilizadas para avaliagdo de danos por ataque de Spodoptera frugiperda no cartucho do

milho™.

Nota Descri¢ao

0 Planta sem injuria.

1 Planta com pontuagdes.

2 Planta com pontuagdes, 1 a 3 lesdes circulares pequenas (até 1,5 cm).

3 Planta com 1 a 5 lesdes circulares pequenas (até 1,5 cm); mais 1 a 3 lesdes alongadas (até 1,5 cm).

4 Planta com 1 a 5 lesdes circulares pequenas (até 1,5 cm); mais 1 a 3 lesdes alongadas (entre 1,5 e 3,0 cm); mais pequenos furos circulares (até 0,5 cm).

5 Planta com 1 a 3 lesdes alongadas grandes (>3,0 cm) em 1 a 2 folhas; mais 1 a 5 furos ou lesdes alongadas (até 1,5 cm).

6 Planta com 1 a 3 lesdes alongadas grandes (>3,0 cm) em 2 ou mais folhas; mais 1 a 3 furos grandes (>1,5 cm) em 2 ou mais folhas.

7 Planta com 3 a 5 lesdes alongadas grandes (>3,5 cm) em 2 ou mais folhas; mais 3 a 5 furos grandes (>1,5 cm) em 2 ou mais folhas.

3 Planta com muitas lesdes alongadas (mais de 5) de todos os tamanhos na maioria das folhas. Muitos furos médios a grandes (mais de 5) maiores que
3,0 cm em muitas folhas.

9 Planta com folhas quase totalmente destruidas.

(WAdaptada de Davis et al. (1992).
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das avaliagdes (Tabela 3). O tratamento com area
totalmente convencional, ndo transgénica, apresentou
maior intensidade de dano, com notas de 2,95, 6,03,
7,94 e 7,99 para o hibrido AG 7000 e notas de 2, 6,
7 e 8 para o hibrido DKB 390, respectivamente para
as avaliagOes aos 17, 24, 31 e 38 DAS. Observou-se
que, aos 38 DAS, as notas dos dois hibridos para esse
tratamento ndo diferiram significativamente e que, a
nota de dano aumentou em 2,7 vezes, entre a primeira
e a ultima avaliag@o no hibrido AG 7000, e em quatro
vezes no DKB 390. Proporcionalmente, os demais
tratamentos tiveram aumentos mais expressivos da
primeira para a ultima avaliagdo; porém, as notas de
dano foram inferiores em razao da menor intensidade
de ataque da lagarta-do-cartucho.

Ao se comparar os dois hibridos, verificaram-se
intensidades de dano significativamente diferentes
(Tabela 3), exceto para o tratamento inteiramente
convencional e paraocommisturade 10%. O tratamento
totalmente transgénico, como esperado, apresentou
a menor intensidade de dano, com notas de 3,88 ¢
3,38 para os hibridos AG 7000YG e DKB 390YG,
respectivamente. De acordo com Soberdn et al. (2009),
a toxina Bt ¢ expressa continuamente nos tecidos da
planta, o que explica o eficicia de controle dessa
tecnologia. Os baixos valores de notas obtidas neste
trabalho com o tratamento totalmente transgénico
concordam com relatos da literatura (Williams et al.,
1997; Buntin etal., 2001; Waquil et al., 2002; Fernandes
et al., 2003; Michelotto et al., 2011).

Observou-se que, aos 38 DAS, os tratamentos
convencional e com 10% de mistura apresentaram as
maiores notas (Tabela 3), seguidos do tratamento com
refugio tradicional, que ndo diferiu significativamente

do tratamento com 7,5% de mistura no hibrido
AG 7000Y G mas apresentou maior nota com o hibrido
DKB 390YG. Nos demais tratamentos, observaram-
se redugdes significativas nas notas de dano, a cada
redugdo na propor¢ao de sementes nao transgénica.

Na area de refugio tradicional, onde somente ha milho
ndo transgénico, a probabilidade de sobrevivéncia e
multiplicacdo da lagarta-do-cartucho ¢ muito alta, e
a praga pode completar varios ciclos durante o ciclo
da cultura. No entanto, quando se utiliza mistura
de sementes, somente sobreviverdo as lagartas que
acertarem, ao acaso, as plantas nao transgénicas, pois
ndo ha evidéncia de que elas consigam distinguir as
folhas de milho Bt e ndo Bt com base nos compostos
volateis das plantas. Porém, sabe-se que as lagartas
apresentam nao preferéncia para alimentacdo em milho
Bt quando expostas ao contato fisico com o hospedeiro
(Mendes et al., 2011). As toxinas Bt sdo deterrentes
para as larvas de lepidopteros, e essas larvas podem
evitar plantas com toxinas Bt quando existem areas de
refugio proximas. Contudo, os primeiros instares das
larvas sdo mais sensiveis aos efeitos da toxina, o que
reduz a migracao de larvas do milho Bt para o nao Bt
(Dutton et al., 2005). Assim, a mistura de sementes
proporciona, a0 mesmo tempo, controle satisfatorio da
praga e sobrevivéncia de uma quantidade de individuos
suscetiveis que podem reproduzir-se, o que diminui a
pressdo de selec@o a favor de individuos resistentes e
contribui com as praticas de MIP e MRI.

A precisdo experimental também foi considerada
elevada para os dados de produtividade. Para todos
os tratamentos avaliados, a produtividade foi maior
com o hibrido DKB 390YG (Tabela 4). As médias de
produtividade dos tratamentos com esse hibrido nao

Tabela 3. Notas de dano obtidas aos 17, 24, 31 ¢ 38 dias ap6s a semeadura (DAS), nos hibridos de milho AG 7000YG ¢ DKB

390YG, nos diferentes tratamentos®.

Tratamento 17 DAS

24 DAS

31 DAS 38 DAS

AG 7000YG DKB390YG AG7000YG DKB390YG AG7000YG DKB390YG AG7000YG DKB390YG

Convencional 2,95aA 2,00bA 6,03aA 6,00aA 7,94aA 7,00bA 7,99aA 8,00aA
RIB, mistura 10% 1,32aBC 0,74bC 3,37bB 3,63aB 4,39aB 4,71bB 5,41aB 5,24aB
Refugio tradicional 1,51aB 0,99bB 3,23aBC 3,43aBC 4,45aB 4,53aCB 5,10aC 4,75bC
RIB, mistura 7,5% 1,22aCD 0,78bC 2,96bCD 3,34aC 4,19aBC 4,37aC 4,90aC 4,516D
RIB, mistura 5,0% 1,24aCD 0,67bCD 2,92bD 3,25aC 3,99aCD 4,01aD 4,55aD 4,16bE
RIB, mistura 2,5% 1,12aCD 0,63bCD 2,62bE 2,94aD 3,73aD 3,57aE 4,16aE 3,69bF
RIB, mistura Bt 1,02aD 0,53bD 2,42bE 2,81aD 3,38aE 3,41aE 3,88aF 3,38bG
CV (%) 25,00 32,73 12,93 9,71 9,72 7,86 7,97 6,38

(DM¢édias seguidas de letras iguais, minusculas nas linhas e maitisculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste t, a 5% de probabilidade, para cada época
de avaliagdo. RIB, refiigio proporcionado pelo plantio de sementes convencionais e transgénicas, misturadas no saco de sementes (“refuge in the bag”).
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Tabela 4. Produtividade média (Mg ha') dos hibridos
de milho DKB 390YG ¢ AG 7000YG, nos diferentes
tratamentosV.

Tratamento DKB 390YG AG 7000YG
RIB, mistura 7,5% 10,43aA 9,50bA
RIB, mistura 5,0% 10,46aA 9,47bA
Transgénico 10,63aA 9,24bAB
RIB, mistura 2,5% 10,53aA 9,41bAB
RIB, mistura 10% 10,49aA 9,35bAB
Refugio tradicional 10,30aA 8,92bBC
Convencional 9,20aB 8,58bC
CV (%) 6,49 8,86

(WMédias seguidas de letras iguais, minusculas nas linhas e maiusculas
nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste t, a 5% de probabilidade.
RIB, refagio proporcionado pelo plantio de sementes convencionais e
transgénicas, misturadas no saco de sementes (“refuge in the bag”).

diferiram significativamente entre si, com excecao do
tratamento inteiramente convencional que apresentou
menor produtividade.

Para o hibrido AG 7000YG, os tratamentos com
mistura foram os mais produtivos e ndo diferiram entre
si (Tabela 4). O tratamento com refugio tradicional,
neste hibrido, apresentou menor produtividade que os
tratamentos com 5,0 ¢ 7,0% de mistura, e nio diferiu
significativamente das demais misturas nem dos
tratamentos inteiramente transgénico ou inteiramente
convencional.

Para que um hibrido transgénico expresse totalmente
o seu potencial, recomenda-se, como medida adicional
de controle, a aplicacao de inseticidas quando 20% das
plantas atingirem a nota de dano 4 (Lourengdo et al.,
2009). Nos tratamentos com mistura, apesar de terem-
se observado intensidades de dano significativamente
diferentes em quase todos os tratamentos, as médias de
produtividade nao diferiram em nenhum dos hibridos.
Esse resultado indica que had necessidade de mais
estudos sobre o nivel de controle ideal com o emprego
da tecnologia de refligio no saco.

Os resultados obtidos no presente trabalho
sdo indicativos de que mais estudos, com foco
principalmente na biologia, no ciclo de vida e no
comportamento de S. frugiperda, sdo necessarios para
o melhor aproveitamento e manejo da tecnologia RIB.

Conclusoes

1. A tecnologia de refiigio no saco (RIB) ¢ alternativa
interessante e deve ser considerada para substituir o
método de refiigio tradicional utilizado atualmente, na
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tentativa de retardar a evolugdo da resisténcia ao Bt nas
principais pragas da cultura do milho.

2. A intensidade de danos, de maneira geral, diminui
com a diminui¢do na propor¢dao de sementes nao
transgénicas usadas na tecnologia RIB, mas isso ndo
se reflete em diferengas na produtividade.

3. Os hibridos influenciam na eficacia da tecnologia
RIB.
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