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Eficiéncia de eventos transgénicos de resisténcia a insetos em soja e milho
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Schuster 4

Resumo: O ataque de insetos fitofagos € um dos problemas enfrentados pela agricultura.
Dentre as tecnologias mais utilizadas no controle biolégico de pragas encontra-se o0 uso de
plantas transgénicas contendo genes cry que codificam uma proteina inseticida. O objetivo do
trabalho foi avaliar a eficiéncia dos eventos transgénicos de Bacillus thuringiensis em plantas
de soja e milho em relacdo as suas pragas alvo. O trabalho foi desenvolvido na Empresa
Coodetec, localizada no municipio de Cascavel — PR. As plantas de soja INTACTA RR2
PRO™ foram avaliadas para o controle das pragas alvo Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis
includens. A avaliacdo teve como base o percentual de dano em discos foliares e a
mortalidade das lagartas. As plantas de milho contendo os eventos HERCULEX®, VT
PRO™ e POWERCORE™ foram avaliadas para o controle da praga alvo Spodoptera
frugiperda. Para a avaliacdo de dano foliar foi utilizado a Escala Diagramatica de Davis. Os 2
experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e a infestacdo ocorreu artificialmente
(em planta inteira nos hibridos de milho e em discos foliares nas linhagens de soja). Os dados
foram submetidos a uma analise estatistica descritiva. As linhagens de soja avaliadas foram
classificadas como resistentes para A. gemmatalis e C. includens, ndo apresentando em
nenhuma das repeticbes nota de dano superior a 1 (5% de dano foliar), com 100% de
mortalidade das lagartas. Todos os hibridos foram avaliados como ndo resistentes, pois nao
obtiveram uma nota menor ou igual a 2 em 95% das repeticdes de cada tratamento.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis; proteinas Bt; planta transgénica.
Transgenic events Efficiency insect resistance in soybeans and corn

Abstract: The attack of phytophagous insects is one of the problems faced by agriculture.
Among the key technologies used in biological pest control is the use of transgenic plants
containing cry genes encoding a protein insecticide. The objective was to evaluate the
efficiency of transgenic Bacillus thuringiensis events in corn and soybean plants in relation to
their target pests. The study was conducted in Coodetec Company, located in the city of
Cascavel - PR. Soybean plants INTACT RR2 PRO ™ were evaluated for the control of target
pests Anticarsia gemmatalis and Chrysodeixis includens. The evaluation was based on the
damage percentage of leaf discs and mortality of caterpillars. The corn plants containing event
Herculex, VT PRO ™ and POWERCORE ™ were evaluated for control of the target pest
Spodoptera frugiperda. For the evaluation of leaf damage was used Davis' Diagrammatic
scale. The two experiments were conducted in a greenhouse and the infestation occurred
artificially (in whole plant in corn hybrids and leaf discs in soybean lines). The data were
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submitted to a descriptive statistical analysis. The tested strains were classified as resistant to
and A. gemmatalis and C. includens, not presenting in any of repetitions Note damage
exceeding 1 (5% leaf damage), 100% mortality of larvae. All hybrids were assessed as strong,
because it does not obtained a score less than or equal to 95% of 2 replications of each
treatment.

Key words: Bacillus thuringiensis, Bt proteins, transgenic plant.

Introducéo

Pragas e doencas sdo um dos principais fatores que acarretam perdas mundiais na
agricultura que atingem até 37% da producdo, dos quais 13% sdo diretamente ligados a
insetos. Os métodos de controle baseiam-se na utilizacdo de agroquimicos (devido a sua
praticidade e rapida resposta). Entretanto, ha uma busca pelo desenvolvimento de uma
agricultura limpa e sem produtos quimicos, reduzindo a contaminacdo das aguas e dos
alimentos devido aos residuos deixados (SILVA-FILHO e FALCO, 2000).

Inseticidas podem acarretar consequéncias ao homem e ao meio ambiente em geral,
além de exterminar populacdes de insetos ndo alvos, causa o0 aparecimento de pragas
resistentes. Contudo, deve-se reduzir este uso, adotando alternativas mais seguras para o
controle (PRACA et al., 2004).

Com o desenvolvimento da Biotecnologia, o uso de genes que codificam proteinas
com atividade inseticida, tornou-se um importante controle com amplo potencial (SILVA-
FILHO e FALCO, 2000). Este tipo de controle tem sido utilizado em diversas culturas como
milho, algoddo, arroz, soja, entre outras, tornando o controle de insetos menos agressivo ao
meio ambiente (WAQUIL, 2007).

Bacillus thuringiensis € wuma bactéria presente no solo, gram-positiva,
entomopatogénica e pode manter-se em laténcia na forma de endospéros. Durante a fase de
esporulacdo, as bactérias sintetizam proteinas que se acumulam na periferia dos esporos na
forma de cristais em um dos polos da célula (BOBROWSKI et al., 2003).

Ao ingerir os cristais de B. thuringiensis, as larvas dos insetos suscetiveis sofrem acéo
do pH intestinal e de proteases que solubilizam os cristais e ativam as toxinas, que por sua
vez, se ligam a receptores localizados no tecido epitelial do intestino da praga, quebrando o
equilibrio osmotico da célula, que se intumesce e rompe, extravasando o conteudo intestinal
para hemocele do inseto. Consequentemente, a larva para de se alimentar, entra em paralisia
geral e morre por inani¢do ou septicemia (MONNERAT e BRAVO, 2000 apud PRACA et
al., 2004).
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Dentre as principais culturas que se destacam no agronegécio brasileiro estdo a soja
(Glicine max (L.) Merril) e o milho (Zea mays L.), culturas estas cultivadas em grande escala
no territorio nacional. A estimativa total de area plantada de milho para o Brasil na temporada
de 2014/15 (primeira e segunda safra) ultrapassa os 15 milhdes de hectares e com produgéo
de quase 80 milhGes de toneladas. A area plantada de soja para a safra 2014/2015 foi pouco
acima de 30 milhdes de hectares, com uma producdo media de 95 milhdes de toneladas
(CONAB, 2015).

A primeira liberagdo de uma planta de milho transgénica no Brasil foi em 2007, com o
evento YieldGard®, que expressa a proteina CrylAb de Bacillus thuringiensis , e, em 2010
foi aprovado o primeiro evento Bt em soja tolerante a insetos. Esta tecnologia possui genes
que codificam a expressdo da proteina CrylAc de Bacillus thuringiensis. Esta soja com nome
comercial INTACTA RR2 PRO™ confere tolerancia ao glifosato para manejo de ervas
daninhas que competem com a cultura, e também, apresenta um controle contra as principais
lagartas, sendo elas a lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis), lagarta-falsa-medideira
(Chrysodeixis includens), lagarta-das-macas (Heliothis virescens) e a broca-das-axilas
(Crocidosema aporema), além de supressao as lagartas do tipo Elasmo (Elasmopalpus
lignosellus) e Helicoverpa (Helicoverpa zea e Helicoverpa armigera) (BERNARDI, 2012).

A lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis) € um inseto polifago, com preferéncia de
alimentacdo a cultura da soja, mas, com registros de surtos em diversas outras culturas. O
ataque da praga geralmente ocorre em novembro e dezembro, podendo causar até 100% de
desfolhamento em alta infestacdo (HOFFMANN-CAMPO, 2000).

A lagarta-falsa-medideira (Chrysodeixis includens) tém se tornado ao longo dos anos
uma desfolhadora abundante da cultura da soja (PINTO et al., 2008). A espécie é polifaga e
de dificil controle, quando comparada com a A. gemmatalis (SOSA-GOMEZ, 2014).

Além de polifaga, a lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) se alimenta das
plantas em diferentes estadios, fazendo com que a planta fique vulneravel por um longo
periodo quando atacada em estagio inicial (SA et al., 2005).

A cultura do milho é o principal hospedeiro da S. frugiperda e o sucesso da lagarta
como praga se da pela elevada capacidade de dispersdo dos adultos ao longo da faixa de
distribuicdo de suas plantas hospedeiras (SPARKS, 1979 apud BERNARDI, 2012).

Para controle das pragas alvo da cultura do milho, em especial a Spodoptera
frugiperda, a Diatraea saccharalis e a Helicoverpa zea, foram desenvolvidas as tecnologias
HERCULEX®, YIELDGARD VT PRO™, VT PRO 2™, VIPTERA®, YELDGARD® e
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POWERCORE™, tendo grande eficiéncia para o controle dessas pragas e até mesmo
dispensar a aplicacdo de inseticidas (MENDES et al., 2009).

A tecnologia HERCULEX® expressa a proteina CrylF de B. thuringiensis (SILVA,
2013). A tecnologia YIELDGARD VT PRO™ foi desenvolvida a partir de um evento
piramidado pela combinacdo de genes que codificam as proteinas Cry1A.105 e Cry2Ab de B.
thuringiensis (WAQUIL et al. 2013).

POWERCORE™ ¢ a tecnologia formada a partir da unido das tecnologias
HERCULEX® e VT PRO 2™, A tecnologia apresenta um controle mais efetivo devido a
reducdo da resisténcia das pragas alvo perante as trés proteinas em uma mesma planta
(SILVA, 2013).

A resisténcia das pragas € o desenvolvimento de uma mutacdo genética ou
caracteristica herdada, capaz de tolerar doses toxicas que seriam letais para uma populagao de
individuos da mesma espécie. A alta pressdo de selecdo natural causa o aumento da
frequéncia de individuos resistente em relacdo as proteinas de Bt. Desta forma, os individuos
podem crescer e se desenvolver se alimentando dessas plantas sem causar dano algum, e em
seguida, se acasalar e originar descendentes viaveis e tolerantes (CROW, 1957; ANDOW,
2008 apud BERNARDI, 2012).

As estratégias de manejo da resisténcia comecaram a ser utilizadas ha muito tempo,
quando se detectou os primeiros casos de evolucdo da resisténcia dos organismos-alvo sobre
os produtos quimicos aplicados para controle dos mesmos. Estudos realizados nesta época
mostraram que esta evolucdo era apenas uma questdo de tempo, mas, que pode ser retardada
com o0 uso de estratégias de manejo que podem ser utilizadas juntas. Sdo elas: Monitoramento,
alta dose proteina combinado ao reflgio, piramidacdo de genes, baixa dose de proteina
combinado com MIP, rotacdo de culturas, mistura de sementes, entre outras (LEITE, et al.,
2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia dos eventos transgénicos em plantas
de soja com a tecnologia INTACTA RR2 PRO™ no controle da Anticarsia gemmatalis e
Chrysodeixis includens e em plantas de milho com a tecnologia HERCULEX®, VT PRO™ ¢
POWERCORE™ no controle da Spodoptera frugiperda, estas classificadas como pragas-alvo

para as respectivas culturas.
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Material e Métodos
Bioensaio em linhagens de soja

O experimento foi realizado na Empresa Coodetec, localizada no municipio de
Cascavel — PR, BR-467, Km 98. Foram avaliadas 10 linhagens de soja com a tecnologia
INTACTA RR2 PRO™ ogriundas do programa de melhoramento de soja da empresa
Coodetec, para o controle de Chrysodeixis includens e Anticarsia gemmatalis com infestacao
artificial. As lagartas foram adquiridas na empresa BUG — Agentes Bioldgicos. Como
testemunha foram utilizados 2 cultivares convencionais, a NA5909 RG para o experimento
com C. includens e CD237 RR para 0 experimento com A. gemmatalis. Para cada linhagem
foram utilizados 5 vasos com 2 sementes por tratamento. As plantas foram conduzidas em
vasos em casa de vegetacdo com temperatura e umidade controladas e com todos os tratos
culturais necessarios para seu desenvolvimento, eliminando somente o controle quimico com
inseticidas e tratamento de sementes, evitando qualquer tipo de residuo.

Aos 35 dias, ao final do estadio V2 foi confirmada a presenca da proteina CrylAc de
B. thuringiensis usando fita de deteccdo de OGM e em seguida procedeu-se com o desbaste
mantendo uma planta por vaso.

Quando detectado percentual superior a 50% de plantas em desenvolvimento V5/V6
foi realizada a coleta da penultima folha trifoliada totalmente expandida de cada
planta/repeticdo. Imediatamente ap6s a coleta o material foi acondicionado em sacos
plasticos, previamente identificados. Em seguida foram conduzidos ao laboratério para a
conducdo do experimento.

Com o auxilio de um furador circular de 10 mm, foram retirados 4 discos foliares do
foliolo central para os ensaios com A. gemmatalis e posteriormente mais 4 discos foliares do
mesmo foliolo para os ensaios com C. includens, totalizando 8 discos foliares por trifolio.
Este processo foi realizado com 5 trifolios (5 plantas por linhagem), totalizando 40 discos
foliares de cada cultivar (20 discos para A. gemmatalis e 20 discos para C. includens) O
mesmo procedimento foi realizado para gerar os discos foliares do controle negativo.

Com o auxilio de uma pinca, os discos foliares foram transferidos para as placas de
Bioensaio (duas para cada praga) contendo Agar 2%, em seguida transferido 1 lagarta neonata
(<24 horas de ecloséo) para cada cavidade/disco foliar. As placas foram incubadas por 72
horas em um ambiente controlado com temperatura de 28° C, 70% de umidade relativa do ar e

um fotoperiodo de 14 horas.
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A avaliacdo foi feita 4 dias ap0s a incubacdo. A avaliacdo teve como base o estado
biolégico das lagartas (mortas ou vivas) e o percentual de dano causado no disco foliar
através de uma escala visual de notas com variagdo entre 0 e 11 (Tabela 01) (BERNARDI,
2012).

As repeticdes dos tratamentos que apresentaram dano com nota menor ou igual a 1, ou
seja, até 5% de dano foliar, foram classificadas como resistentes. As repeticdes que obtiveram
nota superior a 1, ou seja, mais que 5% de dano no foliar e/ou ndo apresentarem 100% de
mortalidade de Anticarsia gemmatalis e Chrysodeixis includens foram classificadas como néo
resistentes. Os dados obtidos foram submetidos a uma analise estatistica descritiva.

Tabela 1 - Escala de notas baseado em percentual de dano de disco foliar de soja pela
infestacdo das lagartas

NOTAS % DANO

0%

Até 5%

> 5% a 10%
> 10% a 15%
> 15% a 20%
> 20% a 25%
> 25% a 30%
> 30% a 35%
> 35% a 40%
> 40% a 45%
10 > 45% a 50%
11 > 50%

co~NoO olh WN O

©

Fonte: (Bernardi, 2012)

Bioensaio em Hibridos de milho

O experimento foi realizado na Empresa Coodetec, localizada no municipio de
Cascavel — PR, BR-467, Km 98. Foi avaliada a eficiéncia de diferentes eventos transgénicos
em hibridos de milho para o controle da praga-alvo Spodoptera frugiperda. Os hibridos
utilizados foram: CD384 Herculex, CD384 Powercore, CD384 Convencional, CD316
Herculex, CD316 PRO2 e CD316 Convencional. A versdo convencional dos hibridos foi
utilizada como testemunha.

O delineamento experimental dos ensaios foi inteiramente casualizado, sendo 2
repeticdes com 10 plantas por tratamento. O plantio foi realizado em casa de vegetacdo e as
plantas conduzidas com os tratos culturais necessarios para o seu desenvolvimento,

eliminando o controle quimico com inseticidas e tratamento de sementes. O espacamento
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entre linhas foi de 0,55 m e entre plantas de 0,25 m. A infestacdo foi artificial com populacGes
suscetiveis de Spodoptera frugiperda.

Cada planta foi infestada com 40 lagartas neonatas de S. frugiperda aproximadamente
entre o estadio vegetativo V4 a V6. As lagartas foram inoculadas no interior do cartucho de
todas as plantas de milho 40 dias apds o plantio. Apos 3 dias da infestacdo foi realizado uma
pré-avaliacdo e verificado a eficiéncia da infestacdo, com lesdes nas folhas dos tratamentos
convencionais (testemunhas).

A avaliagdo de dano foliar foi realizada 14 dias ap0s a infestacdo em 100% das plantas
infestadas. A eficiéncia de cada evento transgénico para o controle de Spodoptera frugiperda
foi definido em repeti¢ces que obtiveram uma nota de dano foliar menor ou igual a 2 em pelo
menos 95% do numero total de plantas avaliadas por tratamento, com base em uma escala
visual de danos de 0 a 9, descrita pela Escala Diagramatica de Davis (DAVIS et al, 1992 apud
FERNANDES et al, 2003) (Tabela 2).

Tabela 2 - Descrigdo do nivel de dano por insetos da Escala Diagramaética de Davis
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Nota Descricao do dano

0 Planta sem dano

1 Planta com pontuagdes (mais que uma pontuacéo por planta)

2 Planta com pontuacdes; 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 (maiores que 1,5 cm e menores que 3,0 cm)

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

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

8 Planta com muitas lesdes alongadas (mais que 5) de todos os tamanhos na

maioria das folhas; muitos furos médios a grandes (mais que 5) maiores
que 3,0 cm em muitas folhas
9 Planta com muitas folhas, na quase totalidade, destruidas.

Fonte: (Fernandes et al, 2003)
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Resultados e Discusséo

Na figura 1 pode-se observar o dano médio dos tratamentos. As notas obtidas em todas
as repeticdes foram menores ou igual a 1 (menor ou igual a 5% de dano foliar), sendo assim
todos os tratamentos contendo a proteina CrylAc foram classificados como resistentes para a
Anticarsia gemmatalis.

A média das notas obtidas da cultivar CD237 RR utilizada como testemunha foi de 7,7
(maior que 35% de dano foliar) e 60% delas foram superiores a 11 (>50% de dano). Na figura
2 pode ser observado que o controle foi totalmente eficaz nos 10 tratamentos, com 100% de
mortalidade de Anticarsia gemmatalis para as linhagens contendo a proteina CrylAc. A
testemunha encontrava-se com 80% das lagartas vivas.

Figura 1 - Dano médio dos tratamentos submetidos a Anticarsia gemmatalis.
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Figura 2 - Percentual de mortalidade de Anticarsia gemmatalis em linhagens de soja
contendo a proteina Cryl
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Na figura 3 pode-se observar o dano médio de todos os tratamentos. Todas as
repeticdes apresentaram nota menor ou igual a 1 (menor ou igual a 5% de dano foliar), sendo
assim todos os tratamentos contendo a proteina CrylAc foram classificados resistentes para
Chrysodeixis includens.

A média das notas obtidas da cultivar NA5909 RG utilizada como testemunha foi de
7,25 (maior que 35% de dano foliar) e 50% delas foram superiores a 10 (>45% e 50% de
dano).

Pode-se analisar na figura 4 que todas as linhagens foram eficientes no controle de

Chrysodeixis includens, tendo 100% de mortalidade em todas as repeticdes contendo a
proteina CrylAc. A testemunha encontrava-se com 75% das lagartas vivas.
A proteina CrylAc em geral € mais ativa para o controle de A. gemmatalis do que para C.
includens. Contraditoriamente, comparando a figura 1 e a figura 3, os niveis de dano nos
discos foliares foram maiores para a Anticarsia gemmatalis, porém, o controle foi satisfatorio
para ambos os experimentos. Este algo grau de controle de A. gemmatalis e C. includens é
devido & expressdo da proteina CrylAc ser em niveis elevados durante todo o
desenvolvimento da planta (BERNARDI, 2012).

Figura 3 - Dano médio dos tratamentos submetidos a Chrysodeixis includens.
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Figura 4 - Percentual de mortalidade de Chrysodeixis includens em linhagens de soja
contendo a proteina CrylAc.
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Na figura 5 podemos observar os danos causados pela S. frugiperda e as notas
atribuidas segundo a Escala Diagramaética de Davis (tabela 2). Os hibridos de milho CD316 e
CD384 convencionais utilizados como testemunha obtiveram uma nota média de dano de 9 e
8,8 respectivamente, ou seja, a maioria das plantas nos dois tratamentos foram avaliadas como
totalmente destruidas, consequentemente o desvio padréo obtido foi baixo (as notas atribuidas
ficaram préximas a média). O hibrido CD316 Herculex obteve uma nota média de 5,8 e 0
desvio padrdo de 3,33. Foi o tratamento em que as notas mais se distanciaram da média, com
50% das plantas avaliadas com notas superiores ou iguais a 8. O hibrido CD316 PRO2 obteve
uma nota média de 2,25. Também foi o tratamento que mais se aproximou de um controle de
S. frugiperda, com 16 das 20 plantas avaliadas com nota menor ou igual a 2. O desvio padrédo
foi de 2,33.

Figura 5 - Dano médio e o desvio padrdo dos tratamentos submetidos & infestacdo artificial
de Spodoptera frugiperda.
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O hibrido CD384 Herculex teve o pior desempenho entre os tratamentos avaliado. As
lesbes encontradas nas repeticbes deste tratamento lhe proporcionou uma nota média
equivalente a 7,55 e um desvio padrdo consideravelmente baixo (1,87). O hibrido CD384
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Powercore obteve uma nota média de 3,85 e um desvio padrdo de 2,0. O hibrido com a
tecnologia Powercore é constituido de 3 proteinas inseticidas (CrylF, Cry2Ab e Cry1A.105) e
mesmo assim ndo obteve um controle satisfatorio.

Todos os hibridos Bt foram reprovados e classificados como ndo resistentes, pois o
critério de avaliacdo adotado especifica que o controle de S. frugiperda € definido quando
uma nota menor ou igual a 2 é obtida em pelo menos 95% das plantas avaliadas (Escala
Diagramatica de Davis) (tabela 2).

A populagéo de S. frugiperda utilizada neste experimento foi adquirida com o intuito
de ser devidamente suscetivel as toxinas de B. thuringiensis, porém os resultados demonstram
claramente a presenca de genes de resisténcia em S. frugiperda devido a severidade do ataque
e o0s danos causados nos tratamentos. Segundo Machado e Fiuza (2010), ndo se tem o
conhecimento de alguma populagdo natural de pragas resistentes a estas toxinas. O aumento
da frequéncia de genes de resisténcia é resultado da pressao de selecdo constante e intensa das
pragas.

A evolugdo da resisténcia as toxinas Bt € devido a diversos fatores relacionados entre
si, dentre eles o material genético da planta transgénica, biologia, ecologia e genética da
praga, manejo da cultura e ambiente de cultivo. Para retardar a evolucdo da resisténcia e
prolongar o tempo de utilizacdo das tecnologias deve-se adotar um conjunto de praticas
denominadas manejo da resisténcia, sendo uma das principais estratégias a alta dose de toxina
na planta relacionado ao refugio estruturado (MAIA, 2005).

Concluséo
Com base nos resultados apresentados no Bioensaio com linhagens de soja, todas as
linhagens foram avaliadas com uma nota menor ou igual a 1, ou seja, todos os tratamentos
contendo a proteina CrylAc foram resistentes a infestagéo artificial de Anticarsia gemmatalis
e Chrysodeixis includens, oriundas de uma populacdo naturalmente suscetivel.
Todos os hibridos contendo os eventos HERCULEX, PRO2 e POWERCORE néo
foram resistentes a Spodoptera frugiperda, pois ndo obtiveram nota menor ou igual a 2 (5%

dano foliar) em pelo menos 95% das repeti¢Ges de cada tratamento.
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