Campus de Botucatu FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS

UNESP | BOTUCATU

\/
iég UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ) FC A
u nesp 4ULIO DE MESQUITA FILHO” N\

ANA LAURA FAVORETO

EXPRESSAO DE PROTEINAS EM HIBRIDOS DE MILHO GENETICAMENTE
MODIFICADO SOB ACAO DE ESTRESSE HIDRICO E INFESTACAO DE
Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Botucatu
2017



ANA LAURA FAVORETO

EXPRESSAO DE PROTEINAS EM HIBRIDOS DE MILHO GENETICAMENTE
MODIFICADO SOB AC}AO DE ESTRESSE HIDRICO E INFESTAQAO DE
Spodoptera frugiperda J. E. SMITH, 1797 (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrondémicas da Unesp Campus
de Botucatu, para obtencao do titulo de
Mestre em Protecdo de Plantas.

Orientadora: Regiane Cristina Oliveira de
Freitas Bueno

Coorientador: Thiago Assis Rodrigues
Nogueira

Botucatu

2017



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA DE AQUISICAO E TRATA-
MENTO DA INFORMAGAO — DIRETORIA TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO —
UNESP — FCA — LAGEADO — BOTUCATU (SP)

F275e

Favoreto, Ana Laura, 1992-

Expressdo de proteinas em hibridos de milho genetica-
mente modificado sob acdo de estresse hidrico e infesta-
cdo de Spodoptera frugiperda J. E. Smith, 1797 (Lepidop-
tera: Noctuidae)/ Ana Laura Favoreto. — Botucatu : [s.
n.], 2017

64 p. : fots. color., grafs., tabs.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Estadual Pau-
lista, Faculdade de Ciéncias Agronbmicas, Botucatu, 2017

Orientador: Regiane Cristina Oliveira de Freitas
Bueno

Coorientador: Thiago Assis Rodrigues Nogueira

Inclui bibliografia

1. Milho — Resisténcia a doencas e pragas — Aspectos
genéticos. 2. Desidratacdo (Hidrica). 3. Estresse vege-
tal. 4. Pragas — Controle. 1. Bueno, Regiane Cristina
Oliveira de Freitas. Il. Nogueira, Thiago Assis Rodri-
gues. Il1l. Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mes-
quita Filho” (Campus de Botucatu). Faculdade de Ciéncias
Agronomicas. IV. Titulo.

“Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte.”




&%y  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ‘@ﬁ FC A

Vav
unesp et

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TiTULO: “EXPRESSAO DE PROTEINAS EM HIBRIDOS DE MILHO GENETICAMENTE MODIFICADO
SOB ACAO DE ESTRESSE HIDRICO E INFESTACAO DE Spodoptera frugiperda
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)”

AUTORA: ANA LAURA FAVORETO
ORIENTADORA: REGIANE CRISTINA OLIVEIRA DE FREITAS BUENO
COORIENTADOR: THIAGO ASSIS RODRIGUES NOGUEIRA

Dep de Protecgéo Vegets

7. MARCELO DE ALMEID?\“}

Depto de Producée e Melhoramentc Vegetal / Faculdade de Ciencias Agronomicas de Botucatu - UNESP

aculdade de Ciéncias Agrondmicas de Botucatu

Profa. Dra. REGIANE TINA OLIVEIRA DE FREITAS BUENO

(ST <Y

QOIa. Dra. SIMONE DE SYT‘ZK‘PRADO
> i iente/ Embrapa

Botucatu, 21 de fevereiro de 2017.

Faculdade de Ciéncias Agrondmicas - CAmpus de Botucatu -
RUA JOSE BARBOSA DE BARROS, 1780, 18610307, Botucatu - Sdo Paulo
http/iwww.fca.unesp.brCNPJ: 48.031.818/0021-78.






Ao meu amado avd Angelo (in memoriam)
Por ter me ensinado a enxergar a singela beleza de um cafezal em flor,
Aflorando assim meu amor pela agricultura.

Dedico






AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus grandes incentivadores,

meus amadissimos pais, Sandra e Laudir;

Minha querida grande irma-amiga e exemplo, Julia e ao meu cunhado Thales;
Ao Murilo “amor, meu grande amor”!

Aos meus admirados mestres e professores, por dividirem o conhecimento:

Profa. Dra. Regiane C. de Freitas Bueno por me orientar e auxiliar em toda essa
trajetéria desde 2013;

Prof. Dr. Carlos Gilberto Raetano e Prof. Antdnio Carlos Maringoni pelo apoio
estrutural, para realizacdo desse trabalho;

Prof Dr. Edilson Ramos, fera da irrigacdo, que me mostrou que esse caminho nao é
tdo arduo quanto pensava,

Prof. Dr. Thiago, pelos conselhos, boas conversas e todo suporte para realizacéo
desse trabalho,

Ao técnico Marcelinho Soman por todos 0s ensinamentos e pratica, todas as horas e
horas desprendidas e dedicadas ao meu trabalho, além do bom humor diario e
laboratério alto astral,

Aos companheiros da equipe AGRIMIP por todas conversas de cunho cientifico,
trabalhos e amizade.

Aos amigos Joao Paulo P. Paes, Jodo (Bactéria) César da Silva, Nadia Maebara
Bueno, Felipe “Guandu”, Bruna M. Favetti, Lucas Domingos Miranda, Leandro
Bianchi, Joaz Dornelles e Thiago Ferreira pelas parcerias durante as disciplinas,
cafés, momentos de descontracdo na padaria, todas as conversas e desabafos, pois
se nao houvesse vocés para me encorajar a continuar, o fardo ndo se tornaria mais
leve.

Aos amados amigos que estdo longe, mas perto do coracgéo, Yuri Kacuta Corréa e
Rafa Tomazini, por tudo!

A Faculdade de Ciéncias Agrondmicas por ser minha segunda casa, por todos que
fazem parte dessa e contribuiram com a formacao do meu carater como profissional.

Ao CNPq grande financiador desse projeto.

Enfim, ao inicio de uma nova fase!!






“Quando os ventos de mudanga sopram, umas pessoas levantam barreiras,

Outras constroem moinhos de vento”

Erico Verissimo






RESUMO

As mudancas climaticas previstas para os proximos anos indicam incremento na
temperatura em 1,4°C a 5,8°C em decorréncia, principalmente, do aumento da
concentracdo dos gases de efeito estufa, além de alteracbes na umidade relativa e
taxas de CO2 da atmosfera terrestre. Essa mudanca influenciara diretamente nos
regimes de chuvas, promovendo veranicos e/ou excessos em determinadas regides.
Dessa forma, o objetivo da dissertacao foi avaliar os efeitos do estresse hidrico em
plantas de milho Bt sob situacfes de estresse frente ao ataque de S. frugiperda. O
delineamento experimental utilizado foi em esquema fatorial triplo em blocos
casualizados com quatro laminas de irrigacdo (estimadas a partir da tensdo do solo):
L1- 50% da capacidade de campo (CC) considerada estresse severo, L2- 75% CC
estresse moderado, L3- 100% CC controle e L4-125% CC excesso de agua; trés
eventos de milho: PowerCore® (CrylA.105 Cry2Ab2 CrylF PAT CP4-ESPS),
Herculex ® (CrylF PAT) e Optimum® Intrasect® (CrylAb CrylF PAT CP4-EPSPS) e
trés infestacbes (sem infestacdo, populacdo S. frugiperda suscetivel ao milho Bt e
populacdo S. frugiperda resistente ao Bt). Quando as plantas atingiram o estadio
fenoldgico de V8 (fase considerada mais suscetivel ao ataque de S. frugiperda e de
maior atuacao dos mecanismos de ativacao de sistema enzimatico) foram infestadas
artificialmente, por 24h e apd6s este periodo folhas do terco médio da planta foram
coletas para analise enzimatica. Os hibridos que ficaram sob estresses hidricos
apresentaram o desenvolvimento menor quando comparados com o0s demais
estudados, por outro lado as analises e determinacdes de enzimas foram realizadas
em laboratorio, sendo nédo significativa para Polifenoloxidase e Fenilalanina-amdénia-
liase. Significativa para Peroxidase em fatores isolados (agua, infestacdo e milho);
interacBes duplas para Superoxido-dismutase (milho e infestacdo) e interacdo tripla
para Fenodis (milho e infestacdo e lamina de agua). As altas taxas das enzimas
peroxidase e superoxido dismutase diminuiram as atividades das proteinas,
significando que sob estresse as plantas deixam a sintese de proteinas para realizar
hidrélise para combater as espécies reativas de oxigénio (ERO’s), a produgao de
proteinas é de extrema significancia pois coloca em risco a tecnologia voltada para o
controle de lagartas.

Palavras-chaves: enzimas antioxidantes, Zea mays L., lagarta-do-cartucho, estresse.






ABSTRACT

The climate changes foreseen for the next years show an increase in temperature of
1.4°Cto 5.8°C, mainly due to the increase in the concentration of greenhouse gases,
besides relative humidity alterations and CO2 rates changes of the Earth's
atmosphere. This change will directly influence rainfall regimes, promoting summer
and / or excess in certain regions. Thus, the objective of the dissertation was to
evaluate the effects of water stress in Bt maize plants under stress situations facing
the attack of S. frugiperda. The experimental design used was a randomized triple
block design with four irrigation slides (estimated from soil tension): L1- 50% of field
capacity (CC) severe stress, L2-75% CC moderate stress, L3 -100% CC control and
L4-125% CC water excess; (CrylA.10 CrylA PAT C4-EPSPS), Herculex® (CrylF
PAT) and Optimum® Intrasect® (CrylAb CrylF PAT CP4-EPSPS) and three
infestations (non-infestation, susceptible S. frugiperda population to Bt maize and Bt
resistant S. frugiperda population). When plants reached the phenological stage of V8
(phase considered more susceptible to S. frugiperda attack and of greater performance
of the mechanisms of activation of enzymatic system), they were infested artificially for
24 hours. After this period, leaves of the middle third of the plant were collected for
enzymatic analysis. The development of the hybrids that were under water stresse was
slower than other hybrid studied. On the other hand, the analyzes and determinations
of enzymes were carried out in the laboratory, and were not significant for
Polyphenoloxidase and Phenylalanine ammonia liase. They were significant for
Peroxidase in isolated factors (water, infestation and corn); for double interactions for
superoxide dismutase (corn and infestation) and for triple interaction for phenols (corn
and infestation and irrigation). Peroxidase enzymes and superoxide dismutase high
rates decreased the proteins activities meaning that under stress the plants stop
synthesizing proteins in order to perform hydrolysis to fight the reactive oxygen species
(ROS). Therefore, protein production is extremely significant, once it places
technology for caterpillar control is at stake.

Keywords: antioxidant enzymes, Zea mays L., fall armyworm, stress.
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1. INTRODUCAO

O cultivo de milho merece destaque na economia brasileira, pois € o terceiro maior
produtor e o segundo maior exportador de grdos (USDA, 2016). Entretanto, a
produtividade € altamente prejudicada pela elevada ocorréncia de pragas. Dentre
essas, destaca-se a espécie Spodoptera frugiperda J.E. Smith, 1797 (Lepidoptera:
Noctuidae), que é considerada a praga-chave nessa cultura. Essa lagarta causa
danos prioritariamente no cartucho das plantas. Além disso, em altas infestagdes pode
ocorrer sobre o0 solo atacando também o colo das plantas, assumindo o habito da
lagarta-rosca, Agrotis ipsilon Hufnagel, 1766 (Lepidoptera, Noctuidae), ou se
alimentando das estruturas reprodutivas, como faz a espécie Helicoverpa zea Boddie,
1850 (Lepidoptera, Noctuidae).

Dessa forma, a partir da safra 2007/08, o milho geneticamente modificado para o
controle de insetos (milho Bt) passou a ser utilizado comercialmente por produtores
para o controle de S. frugiperda. A tecnologia detém representatividade em 80% das
lavouras no pais (ISAAA, 2016), no entanto, durante a safra 2013/2014 foi necessario
realizar em média duas aplicac6es de inseticida, devido as elevadas infestacdes de
S. frugiperda, mesmo em plantios de milho Bt, em diversas regides do pais (FARIAS
et al., 2014).

A infestacdo acima do nivel de dano econdmico nos plantios comerciais de milho
na safra 2013/2014 (CONAB, 2013) causou queda na producao brasileira, o que
evidenciou a falha no controle da praga por meio da expressao da proteina Bt. A falha
no controle da lagarta-do-cartucho inicialmente foi creditada a selecéo de individuos
resistentes a tecnologia Bt e realmente é um dos fatores que interfere no controle dos
insetos (FARIAS et al., 2014).

Entretanto os fatores abibticos também causam interferéncia na fisiologia das
plantas e podem causar distUrbios relacionados a expressao das proteinas inseticidas.
As alteracdes fisioldgicas estdo relacionadas principalmente a ativacdo de enzimas
de estresse, que atuam na inibicao fotossintética, reducdo da respiracéo, quebra de
paredes celulares, reducdo da expansao foliar, reducédo nas atividades metabolicas e
celulares e morte celular (SORG, 2004).

Na safra 2013/2014 foram registradas mudancas ambientais drasticas, com um

longo periodo de seca e altas temperaturas (CONAB, 2014) e neste periodo
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ocorreram elevadas infestacdes de insetos em plantas com tecnologia Bt, as quais
podem ter apresentado alteracdes na fisiologia das plantas, o que pode ser um
indicativo da ativacdo das enzimas de estresse, que consequentemente pode ter
inibido a funcdo das proteinas que agem no controle de S. frugiperda.

Diante desse cenario, em que as previsdes do aguecimento global relacionam
alteracdo no regime de pluviosidade, fazendo com que algumas é&reas estejam
sujeitas a receber incremento de chuvas enquanto outras apresentardo a meédia
abaixo da necessidade para o bom desenvolvimento das culturas. O objetivo desse
trabalho foi submeter plantas de milho transgénico ao estresse hidrico e ao ataque da

praga S. frugiperda, para analisar a influéncia destes na producéo de proteinas Bt.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Milho e 0 manejo de pragas

O milho (Zea mays L.) € uma planta originaria da América Central, cujos
primeiros relatos de cultivo datam aproximadamente 9.000 anos a. C. em terras baixas
do sudoeste Mexicano (VAN HEERWAARDEN et al., 2011). Ao longo dos anos a
cultura se espalhou pela América do Sul, sendo que no Brasil ha indicios de que os
indios cultivavam o milho antes mesmo da colonizagdo portuguesa em 1.500
(STALLER; TYKOT; BENZ, 2006).

Os maiores paises produtores de milho sdo Estados Unidos, China e Brasil. A
producdo brasileira de grdos na safra 2015/2016 foi de aproximadamente 84 mil
toneladas, cujas estimativas indicam que mantera a mesma produtividade na safra
de 2016/2017 (USDA, 2016). Os estados com maiores destaques em produtividade
sdo Mato Grosso, Parana e Goias, concentrando 50,72% de toda producédo nacional
(CONAB, 2016).

O Brasil é o0 Unico pais que consegue duas safras de milho por ano, sendo a
primeira no periodo chuvoso em meados de agosto (regidao Sul) até novembro (regides
Sudeste e Centro-Oeste) e a segunda (safra ou safrinha) durante o periodo de seca,
fevereiro-marco. O principal destino da producao brasileira de milho é para fabricacéo
de racdo animal, seguido pelo consumo industrial e humano (AGRIANUAL, 2016).

Apesar de ser cultivado o ano todo, o milho assim como as demais culturas esta
suscetivel ao ataque de pragas e doencas que causam elevadas perdas de
produtividade. As perdas ocasionadas por pragas anualmente podem chegar a 5,7 mil
toneladas, causando um prejuizo de 1,9 milhdes de ddélares na economia do pais
(OLIVEIRA et al., 2014).

As pragas que ocorrem no inicio da cultura podem danificar a semente e plantulas
(25 a 30 dias apos a germinacgdo), sendo responsaveis pela redugéo de estande, sdo:
Agrotis ipsilon (Hufnagel, 1766) (Lepidoptera: Noctuidae), Elasmopalpus lignoselus
(Zeller, 1848) (Lepidoptera: Pyralidae), Diabrotica speciosa (Germar, 1824)
(Coleoptera: Chrysomelidae), Diatraea saccharalis (Frabricius, 1794) (Lepidoptera:
Pyralidae). Com o desenvolvimento da cultura a Spodoptera frugiperda (J.E. Smith,

1797) (Lepidoptera: Noctuidae), torna-se a principal praga, e o fim do ciclo é marcado
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pelo aparecimento de Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae), a
lagarta-da-espiga (MENDES; WAQUIL, 2009).

O método de controle mais empregado para a supressdo dessas pragas € o
quimico. O mercado brasileiro consta com 102 ingredientes ativos e 423 produtos
catalogados no Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sendo
majoritariamente a classificacao toxicologia | e 1l (MAPA, 2016).

Recentemente outra ferramenta de supressao de pragas tem ganhado destaque
no mercado, sdo as plantas geneticamente modificadas (PGM). A representatividade
dessa tecnologia coloca o pais em posicdo de destaque, como o segundo maior
produtor de transgénicos, sendo que 80% se destina a cultura de milho (ISAAA, 2016).
Por meio de técnicas de engenharia genética foi possivel introduzir genes de Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt) que codificam proteinas inseticidas no genoma de plantas
cultivadas, que a partir de entdo passaram a expressar essas proteinas em todos os
tecidos atingindo os insetos-praga (KRONER, 1987).

O modo de acado das toxinas envolve ligacdes em receptores na membrana das
células do intestino médio dos insetos suscetiveis, seguido pela formacéo dos poros,
ruptura do epitélio, provocando septicemia seguida da morte (JOHNSON; BISHOP,
1998). As proteinas inseticidas séo classificadas em VIP e Cry, essas se distinguem
devido ao processo de formacdo, sendo a primeira secretada durante a fase
vegetativa da bactéria — comparada a proteinas soluveis. Diferentemente das
proteinas Cry que sao sintetizadas durante a fase reprodutiva, na maioria das vezes
formando inclusdes cristalinas (JACKSON et al., 2007).

As proteinas que designam resisténcia a insetos disponiveis para comercializagdo
sédo CrylAb, CrylF, VIP3Aa20, CrylA.105, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl, Cry35ADb1,
mcry3A, eCry3.1Ab, Cry2Ab2 (CTNBIO, 2016). Os materiais resistentes
comercializados no Brasil t¢m sido desenvolvidos para o controle principal da lagarta-
do-cartucho, S. frugiperda. (SANTOS et al., 2012).

2.2 Caracteristicas bioldgicas da espécie Spodoptera frugiperda J.E. Smith,
1797 (Lepidoptera: Noctuidae)

O género Spodoptera tem distribuicéo por todo globo, é adaptado ao clima tropical

e temperado, com representatividade de mais de 30 espécies de mariposas. Nos
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tropicos ja foram relatadas 16 espécies, cuja 15 sdo de importancia econdmica
agricola (SCOBLE, 1995).

Dentre elas a espécie S. frugiperda, lagarta-do-cartucho, tem se destacado no
sistema agricola brasileiro. O habito polifago permite que a praga se mantenha no
campo com diversa oferta de hospedeiros, tais como plantas cultivadas, soja, algodao,
girassol e tomate (BARROS; TORRES; BUENO, 2010; BOTTON et al., 1998; DE
SOUZA et al., 2013; POGUE, 2002; CAPINERA, 2008). Mas, a preferéncia da espécie
€ por gramineas como, milho e arroz (BUSATO, 2005). Além de grandes cultivos, as
lagartas também conseguem sobreviver no agroecossitema alimentando-se de
plantas ndo cultivadas, tais como, capim-arroz, braquiaria, crotalaria, aveia-preta,
tremoco e milheto (BOTTON, 1998; BARROS, 2010; DIAS, 2016).

O ciclo biologico da lagarta-do-cartucho varia de acordo com a cultura em que se
estabelece, sendo no milho de aproximadamente 25-30 dias (BARROS et al., 2010).
Com ciclo considerado curto, e condicBes étimas para o desenvolvimento, 25 °C, a
espécie consegue ocorrem por 6 a 8 geragcdes em campos de milho (BUSATO et al.,
2005).

Os ovos sdo de coloracdo clara e colocados em massas, as lagartas recém-
eclodidas sé@o esbranquicadas, possuem capsula cefélica escura e mais larga do que
0 corpo. Mantem-se agrupadas e iniciam a alimentacdo juntas, raspando o
parénquima da folha, deixando a epiderme membranosa do outro lado intacto
(GRUTZMACHER et al. 2000).

A partir do segundo instar, as larvas desenvolvem a mandibula e passam a
consumir as folhas. A fase imatura pode chegar a 50 mm de comprimento, o corpo
torna-se cilindrico e de coloracdo que varia de cinza-escuro a marrom, com faixas
longitudinais branco-amareladas, pontos pretos (pinaculas) com cerdas e Y invertido
na cabeca sdo muito caracteristicos da espécie, passando de 6 a 7 instares. O
término do periodo larval ocorre quando a lagarta penetra no solo e transforma-se em
crisélida, coloracdo avermelhada e aproximadamente 15 mm comprimento
(GRUTZMACHER et al. 2000; GALLO, 2002).

As mariposas apresentam habitos noturnos, tém asas anteriores variando em tons
cinza a marrom e as posteriores de coloragdo branca, com envergadura de 22 mm a
35 mm. As fémeas conseguem produzir mais de 1000 ovos durante a vida, esses ovos
sao colocados em massas e recobertos com fina camada de escamas do corpo da

mariposa, ndo havendo, aparentemente, local preferido na planta para a postura
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(GALLO, 2002). A ndo-preferéncia por local de oviposi¢do pode estar relacionado a
natureza polifaga da larva, ou seja, independentemente de onde os ovos forem
colocados, havera sempre probabilidade de a larva encontrar um alimento adequado
(BARROS, 2010).

Os danos causados na cultura do milho pela S. frugiperda sao preferencialmente
nas folhas com nicho preferencial pelo cartucho da planta, sendo o periodo critico para
0 ataque quando a cultura entre 8 a 10 folhas (CRUZ; TURPIN, 1982). A lagarta-do-
cartucho também apresenta habitos de outras pragas, quando ocorrem no inicio da
cultura seccionam o colmo parcial ou totalmente acarretando diminuicdo no stand,
como A. ipisilon, e mais no fim da cultura se comporta como a lagarta-da-espiga, H.
zea, causando danos diretos na espiga (GRUTZMACHER et al. 2000, CRUZ;
MONTEIRO, 2004).

2.3 Resisténcia de insetos a plantas geneticamente modificadas

As plantas geneticamente modificadas (PGM) com expressdo de genes com
atividade inseticida se tornaram uma ferramenta a supresséao de insetos-pragas, além
de serem consistente com a filosofia do manejo integrado de pragas (MIP), qual o
objetivo € empregar diversas taticas e manter a populacéo de insetos-alvo abaixo do
nivel de dano econémico.

No cenéario agricola, a resisténcia de insetos aos cultivos transgénicos ameaca a
manutencao das tecnologias. Assim, a evolugao de individuos resistentes é resultante
da pressao de selecdo, que pode ocasionar mudancas nas composi¢cdes genéticas
das populagbes, aumentando a frequéncia relativa de alguns individuos “pré-
adaptados”. Em plantas modificadas com expressao de genes de B. thuringiensis,
uma determinada espécie é considerada resistente quando se desenvolvem,
alimentando-se apenas destas plantas sem sofrer danos, chegando ao acasalamento
e a producéo de descendentes vidveis (ANDOW, 2008).

O primeiro relato de resisténcia para proteinas inseticidas de Bt, ocorreu em 1985,
para uma populacdo de Plodia interpunctella (Hubner, 1813), em laboratorio, a qual
apresentou razao de resisténcia de 100 vezes apés 15 geracdes em dieta artificial
(MCGHAUHHEY, 1985). Estudos bioquimicos comprovaram alteragdes no sitio de

ligacdo da proteina inseticida no intestino médio da espécie (VAN RIE, 1990).
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Em relagcdo as PGM foram reportados recentemente casos de resisténcia a plantas
com expressdo de apenas uma proteina (TABASHNIK, 2013), a evolugdo de
resisténcia no campo para a espécie H. zea (Boddie) em 2002 nos EUA (TABASHNIK,
2008), e Pectinophora gossypiella (Saunders, 1843) na india em 2008, ambas no
cultivo de algoddo com toxina CrylAc e com eficiéncia da tecnologia de 6 anos,
respectivamente (DHURUA; GUJAR, 2011).

A evolucdo da resisténcia em populacdes de Busseola fusca (Fuller, 1901)
(Lepidoptera: Noctuidae), foi constatada em 2007 na Africa do Sul, para a proteina
CrylAb expressa em plantas de milho. Com a populacao resistente constatada em
cultivos de sistema irrigado (fator que pode ter contribuido para aumentar a pressao
de selecdo, sendo que as mariposas tém preferéncia por ambientes com alta
umidade) (VAN RENSBURG et al., 2011).

A lagarta-do-cartucho, S. frugiperda, apresenta populacdes resistentes a proteina
CrylF em Porto Rico (o posicionamento da ilha favorece a populacdo resistente
devido ao baixo fluxo génico), Brasil e EUA (STORER, 2010; FARIAS, 2014;).

A resisténcia sO foi documentada em laboratorio para as proteinas Vip e as
espécies Helicoverpa armigera (Hubner, 1805), Helicoverpa puntigera (Wallengren,
1860) e Heliothis virenses (Fabricius, 1781), a alta frequéncia do alelo para a proteina
Vip3A foi constata em popula¢des de campo na Australia (DOWNES, 2012).

A capacidade de adaptac&o ndo se restringe apenas a ordem Lepidoptera, também
hé& relato de resisténcia para a ordem coleoptera, Diabrotica virgifera virgifera Le Conte
a proteina Cry3Bb1, 2009, e mCry3Aa, 2011, em milho nos EUA (GASSMANN, 2011).

Para a maioria dos casos de evolucao da resisténcia ha a hipétese de resisténcia-
cruzada, em que ha similaridade entre os dominios de acdo das toxinas. Os insetos
apresentaram mutaces em genes envolvidos em qualquer uma das etapas referentes
ao mecanismo de acao das toxinas no intestino do inseto. No entanto, alguns insetos
selecionados em laboratorio e levados a experimentacdo em campo ou casa de
vegetacdo, apresentaram alteracdo nos receptores do intestino médio, além de
promover a degradacdo da proteina inseticida e maior eficiéncia na reposi¢cdo das
células danificadas do intestino médio (CARRIERE; FABRICK; TABASHNIK, 2016).
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2.4 Mudancas climéticas

Em 1750 as taxas de gas carbdnico (CO2) na atmosfera eram de 278 pL. L. As
atividades antropicas junto da revolucédo industrial e as intensificacdes das atividades
deste setor e proporcionaram aumento de 2 uL. L* ao ano na emisséo de CO: até a
década de 2000. Em 2010 foi constatado incremento de 39% nas taxas de CO2, desde
o inicio da Era industrial (PETERS et al., 2012).

Essa modificacdo na composicdo quimica da atmosfera, somado ao aumento da
concentracdo de outros gases do efeito estufa, tais como, metano (CHs) e 6xidos de
nitrogénio (NO), tem reflexo direto nas condic¢des climéaticas, como aumento de 0,74
°C na temperatura da superficie da Terra durante o século passado (GHINI et al.,
2008). E havera ganho de 1,4°C a 5,8°C na temperatura média global, como mostra
0 quarto relatério do Painel Intergovernamental sobre Mudangas Climaticas” (IPCC)
(IPCC, 2007). Consequentemente, o reflexo ocasionard mudancas nas radiacdes
luminosas e na distribuicdo de pluviosidade, com aumento na extensao e severidade
de secas e inundacdes (SHEFFIELD; WOOD, 2008, DAI, 2011).

As atividades agricolas sao intrinsecas aos fatores climéticos, sendo que esses
determinam a regido de cultivo e a producéo. Na Australia, desde 1950 é observado
que tem aumentado a temperatura e diminuido o regime de chuvas (HENNESSY,
2010), o mesmo ocorre na india, fazendo com que a producéo de gréo-de-bico a cada
ano migre mais para o sul do pais, onde as temperaturas sdo amenas e hao
comprometem tanto a producéo (GOWDA, 2009).

As mudancas climaticas previstas para o Brasil sdo as mesmas, aumento no tempo
de estiagem e temperaturas. Atingindo principalmente as regiées de cerrado,
considerada o celeiro brasileiro de graos, Mato Grosso e MATOPIBA (parte de Goias
e Tocantins). O maior prejuizo do aquecimento global a agricultura brasileira sera
inviabilizar a producéo de duas safras por ano, forcando o agricultor a optar por um
cultivo mais produtivo e lucrativo, além de conscientiza-lo que a reducdo do
desmatamento pode protelar esse impacto ambiental (PIRES et al., 2016).

O primeiro impacto do aquecimento global no Brasil foi observado durante a safra
2013/2014, onde as maiores regides produtoras de graos (Centro-Oeste e Sul) nédo
apresentaram a meédia anual de pluviosidade. No Centro-Oeste ndo houve
precipitacdo e as temperaturas atingiram recordes de calor, em contrapartida, nos

estados do Sul houve excesso de chuvas, inundando as areas produtivas (CONAB,
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2014; INMET, 2014). Contudo impactando a producéo, que apresentou reducdo de
6,8% em relacdo a safra passada, saindo de 34.576,7 mil toneladas para 32.223,5 mil
toneladas (CONAB, 2014).

2.5 Estresses e Espécies reativas de oxigénio (ERO’s)

As plantas quando submetidas a estresses, envolvem varias respostas fisioldgicas
e bioquimicas. As fontes promotoras de estresse sao diversas, podem ser bioticas
(patégenos, pragas) e abidticas (temperaturas extremas, disponibilidade hidrica -
excesso ou déficit, ventos, radiagdo U.V., salinidade, metais pesados, etc), exigindo
adaptacoes para sobrevivéncia e produtividade (SCANDALIOS, 2005).

O estresse faz com que a producao agricola se torne um desafio, comprometendo
a producado de alimentos. As lavouras sdo submetidas constantemente aos fatores
que promovem desequilibrios, e como resposta promovem a producdo de defesas
antioxidantes, induzindo a formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO’s)
(SCANDALIOS, 1997).

As ERO's séo indicadores celulares de estresse ou mensageiros secundarios
envolvidos na via de tradugcédo de sinais na resposta ao estresse (MITTLER, 2002;
FOYER; NOCTOR, 2005). A principal fonte das ERO'’s é a fotorrespiracdo, em que o
oxigénio molecular (O2) neutro e ndo-reativo, durante o processo metabdlico de
transferéncia e transporte de elétrons pode produzir radicais livres, resultando em
radical superéxido (O2™), radical hidréxido (OH") e radical perdxido de hidrogénio
(H202) (FOYER; NOCTOR, 2009).

Quando os radicais estdo em altas concentracfes sao toxicos a planta, e para
amenizar os danos causados pelas ERO’s os seres aerObicos desenvolveram
métodos ndo-enzimaticos e enzimaticos para combate-las. As medidas nao-
enzimaticas envolvem a produgao de [(-caroteno, vitaminas C e E. Entretanto, a
defesa enzimética induz a producéo de enzimas capazes de neutralizar os radicais
e/ou oxigénios intermediarios, contando com superdxido dismutase (SOD),
peroxidase (PPO), catalase (CAT), polifenoloxidase (POD), fenilalanina (PAL), entre
outras (SCANDALIOS, 2005).

As mudancas climéticas estdo envolvidas com o estresse oxidativo, as ERO’s
podem interagir com lipideos das membranas, fragmentar cadeia peptidica, modificar

aminoacidos, delecdo e mutacbes no DNA, degradacdes de bases nucleotidicas e
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morte celular. Cada organela tem um alvo potencial para danos ou acimulo de ERO’s
e as enzimas tentam manter a homeostase celular, essa acao pode levar a ativacao
ou desligamento de alguns genes (MUNNE-BOSCH; QUEVAL; FOYER, 2013).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Caracterizacdo da area experimental

Os bioensaios foram conduzidos em casa-de-vegetacdo e em laboratérios do
Grupo de Pesquisa em Manejo Integrado de Pragas na Agricultura (AGRIMIP) (Figura
1). Localizados junto ao Departamento de Protecdo Vegetal, pertencentes a
Faculdade de Ciéncias Agronémicas — FCA, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” - UNESP, Campus Botucatu.

Figura 1 - Casa-de-vegetacéo onde o experimento foi conduzido
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3.2 Manejo de irrigacao

Realizou-se no dia 2 de fevereiro a coleta de 3 amostras de solo da area da
Patrulha, também localizada nas dependéncias da FCA/UNESP, referente a
profundidade de 0,20 m, as quais foram encaminhadas para o Departamento de Solos
e Recursos Ambientais da FCA/UNESP para obtencéo da curva de retencao de agua,
no dia 2 de fevereiro de 2016. Empregou-se o método da camara de pressao de
Richards, onde foi determinado umidade no solo para os pontos 3, 6, 10, 30, 100, 500
e 1500 kPa. Os pontos foram processado no software SWRC verséo 3.0 de Dourado

Neto et al. (1995) para definir os parametros de a, n, m, 6r e 6s(Tabela 1). Em seguida,
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para adequagcdo da curva de retengcdo aplicou-se a equacao proposto por Van
Genuchten (1980), equacao (1) (Figura 2).

e=er+ es‘er (1)

(1+(¥ 1" a) 1"

Onde: 0 - umidade atual a base de volume (cm?® cm3); 0 — umidade residual (cm?
cm3); 0s - umidade de saturacdo (cm? cm3); Wm - potencial de 4gua no solo (kPa); o -

parametro de ajuste (cm™); m e n - parametros empiricos do modelo matematico.

Tabela 1 - Parametros da equacéo de Van Genuchten para camada 0 a 0,20 m de solo.

Camada or Os o m n P
(m) (cm3cm3) (cm3cm3) (cm™) (g cm™)
0-0,20 0,243 0,442 1,760 0,0564 3,240 1, 36

Figura 2- Curva de retencéo de agua do solo
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A'irrigagéo proposta visava manter umidade do solo em capacidade de campo (CC)
até inicio da diferenciagdo dos tratamentos hidricos. Desse modo, foram
estabelecidos os seguintes limites de umidade no solo: tratamento com 125% da
necessidade da cultura (tensdo meédia de agua no solo de 3 kPa), 100% da

necessidade hidrica da cultura (tensdo média de agua no solo de 15 kPa), 75% da
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necessidade hidrica da cultura (tensdo média de 4gua no solo de 45 kPa) e 50% da
necessidade hidrica da cultura (tensdo média de agua no solo de 70 kPa).

O controle da umidade do solo foi efetuado no periodo da manha (8 a 10 h) para
definir o momento de quando e quanto irrigar. Foi instalado um tensiémetro por vaso
a 0,15 m de profundidade, em que as tensbes de &4gua no solo eram realizadas
diariamente com auxilio de um tensimetro digital. As tensGes de dgua no solo foram
correlacionadas com a curva de retencao de agua do solo para determinar a umidade
e depois estabelecer a lamina de irrigagcdo com base na CAD (Capacidade de agua

disponivel) (Equacéo 2) e metodologia de Gomes (2015).

CAD = (CC-PM) *Z *d ()

Sendo: CAD - capacidade de agua disponivel (mm); CC — umidade volumétrico na
capacidade de campo (cm?® cm3); PM - umidade volumétrico no momento da leitura

(cm® cm-3); Z - profundidade efetiva do sistema radicular (mm); d - densidade do solo.

Para a classificacao fisica e quimica do solo, foram coletadas amostras da mesma
area da Patrulha a 0,20 m de profundidade, e encaminhadas ao Departamento de
Solos e Recursos Ambientais da FCA/UNESP. O solo foi caracterizado como
Latossolo vermelho de textura média, de acordo com a classificacdo quimica e fisica
(Tabelas 2 e 3, respectivamente) (EMBRAPA, 2013). Durante a conduc¢do do
experimento ndo foram realizadas adubacdes de cobertura para o cultivo do milho
embasando-se no Boletim 100 e na andlise quimica.

Tabela 2 - Caracterizagédo quimica do solo utilizado no experimento.

pH M.O. Presina AR  H+AI K Ca Mg SB CTC V%
CaCl g/dm® mg/dm3® —————————_____ mmolc/dm® - - —————————___
6,2 47 77 0 16 13,9 42 31 87 103 85

Tabela 3 - Caracterizagéo fisica do solo utilizado no experimento.
Areia Argila Silte Textura Densidade (g/cm?)
87 150 63 Média 0,00
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3.3 Material vegetal

Os hibridos de milho utilizados no experimento apresentavam o ciclo precoce e
diferentes tecnologias conferindo resisténcia ao ataque de insetos e a herbicidas. A
caracteristica de resisténcia ao ataque de S. frugiperda determinou os tratamentos,
sendo formado por: PowerCore™ (CrylA.105 Cry2Ab2 CrylF PAT CP4-ESPS),
Herculex ® (CrylF PAT) e Optimum® Intrasect® (CrylAb CrylF PAT CP4-EPSPS).

3.4 Criacdo e manutencao da espécie Spodoptera frugiperda

O estabelecimento da criacdo da espécie S. frugiperda teve inicio a partir de duas
populacées oriundas de laboratério, originarias das criacbes da Escola Superior de
Agronomia “Luiz de Queiroz”, Universidade de S&o Paulo. A principal diferenca entre
as populacbes era a suscetibilidade a proteina que confere resisténcia aos eventos
transgénicos, como o Bt, assim sendo uma populacdo era suscetivel e a outra
resistente.

A primeira geracdo (F1) das populacdes de S. frugiperda estabelecida nos
laboratorios do AGRIMIP foram apenas para multiplicacdo e manutencédo. Para o
desenvolvimento dos insetos foram utilizadas salas climatizadas (25°C £ 1, UR 70 %
10% e fotoperiodo de 14 horas), onde separou as fases de mariposas e lagartas.

Os adultos (mariposas) foram mantidos em gaiolas confeccionadas com tubos de
PVC (21,5 cm de altura x 10 cm de diametro) e alimentadas com solucédo de mel a
30%. A parte superior da gaiola foi vedada com tecido tipo “voile” e a parte interna
revestida com papel tipo jornal, que serviram como substrato para a oviposi¢ao.

O papel e tecido com ovos foram recolhidos diariamente, e alocados em copos
plasticos (7 cm x 4,5 cm) até a eclosdo das lagartas, quando essas atingiram o
segundo instar foram transferidas para capsulas individuais com dieta artificial
(Greene et al. (1976) e modificada por Parra (2001)), onde permaneceram até a

pupacgao.

3.5 Delineamento Experimental

O delineamento experimental utilizado foi em blocos inteiramente casualizados em

esquema fatorial triplo (3x3x4), sendo trés hibridos de milho (PowerCore™, Herculex
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e Optimum® Intrasect®), trés infestacbes de lagartas (sem infestacdo, lagarta
suscetivel ao Bt e lagarta resistente ao Bt) e quatro laminas de irrigacéo (50%, 75%,
100% e 125% da CC).

Foram cultivadas 648 plantas, cada bloco foi composto por 216 plantas e cada
tratamento representado por 6 plantas, cada uma considerada uma unidade
experimental (repeticdo). O inicio do experimento foi em 26 fevereiro de 2016 quando
fez-se a semeadura de bandeja de isopor de 128 células.

Quando ocorreu a germinacao e emergéncia, as plantulas foram transplantadas (2
de marc¢o) para vasos de 40 L - cada vaso comportou trés plantas. As plantas foram
conduzidas sob a capacidade de campo até dez dias ap0s o transplante, depois houve
a diferenciacao da irrigacao (Figura 3).

As plantas ficaram sob diferentes estresses hidricos por dez dias, e quando
atingiram o estadio fenolodgico de V8, (“cartucho — primario”), a fase mais suscetivel
ao ataque da praga (CRUZ; TURPIN, 1982), foram infestadas artificialmente com uma
lagarta de 3° instar da espécie S. frugiperda (F3), proporcionando o ataque por 24
horas (SINGH et al., 2013 - adaptado). Apos, foram retiradas amostras das plantas

para analises fisioldgicas e bioquimicas (Figura 4).

Figura 3 - Comportamento das laminas durante a condu¢éo do experimento
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Figura 4 - Infestacdo artificial, (A) Lagarta S. frugiperda se alimentando do colmo da planta, (B)
Danos apds 24 h de infestacao

3.6 Caracteristicas morfoldgicas e fisiol6gicas analisadas nas plantas

3.6.1 Teor relativo de 4gua na planta

Para determinar o teor relativo de dgua (TRA), utilizou-se a metodologia de Barrs
1968, coletou-se seis discos foliares por planta em cada tratamento (10 mm). Os
discos foram pesados (Pf) em balanca com precisdo de 0,001g, e em seguida,
mantidos em agua deionizada e levados a geladeira (+ 2°C) para saturagéo do tecido.
Apbs seis horas, os discos foliares foi removido o excesso de 4gua em papel toalha e
pesados (Pt), e para finalizar o material foi colocado em estufa com circulagéo forcada
de ar a 60°C por 24 horas, para obtencdo do peso de matéria seca (Ps). Os valores

foram submetidos a Equacéao (3) para o calculo do TRA.

_ (Pf-Ps)
TRA%—m x 100 (3)

Em que: TRA - Teor relativo de agua (%); Pf - Peso fresco do disco foliar (g); Ps -
Peso seco do disco foliar (g); Pt - Peso saturado do disco foliar (Q).
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3.6.2 Matéria seca

Para a determinacdo de matéria seca, metodologia de Rodrigues 2010, foram
coletadas trés plantas por tratamento, as amostras foram pesadas em uma balanca
de precisao de 0,19 para determinagcédo da massa fresca (MF) e em seguida levadas
para uma estufa de ar forcado a 60 °C. O tempo de secagem foi de 72 horas (MS),
apos esse tempo foram novamente pesadas para determinar a percentagem massa

seca (MS%), equacéo (4).
_Ms
MS%= X 100 4)
Em que: MS - Massa da matéria seca (g); MF - Massa da matéria fresca (g).

3.6.3 Analises bioquimicas

Para as analises bioguimicas foram utilizadas trés plantas por tratamento, as folhas
foram retiradas do terco médio da planta (V4) para a composi¢cao de uma amostra, em
seguida o material vegetal foi depositado em um envelope de papel aluminio e
rapidamente congelado em nitrogénio liquido para preservacdo da atividade
enzimatica. Até o inicio das andlises todo o material foi mantido em freezer.

A determinacédo da concentracao de proteina foi empregado o método de Bradford
(1976), utilizando-se a albumina de soro bovina (BSA) como padréo proteico.

As extracBes enziméticas do material vegetal foram realizadas em cadinho, onde
se adicionou N2 liquido e macerando até formar uma farinha, no qual ap6s se
adicionou o tampao de extracdo (1 g tecido/3 mL tampdo). As amostras foram
homogeneizadas (3:1 volume do tampéo de extracdo para o peso fresco do tecido)
com tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) contendo 1 mM de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 3 mM de ditiotreitol (DTT) e 5% de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) (Gratao et al., 2008). O homogeinizado foi centrifugado
a 10.000 g durante 30 min e o sobrenadante foi mantido estocado em aliquotas
separadas a -80 °C para as analises de peroxidade, polifenoloxidase, superoxido

dismutase.
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Para a analise de fendis utilizou-se acetona a 50% para a extracdo do material
vegetal (0,5 g tecido/ 5 mL acetona a 50% v/v). O homogeneizado ficou em banho
ultrassom e depois foi centrifugado a 5.000 rpm por 10 min, retirado o sobrenadante
0 processo € repetido, e centrifugado por 20 min, formando assim uma aliquota que
foi mantida em freezer até ser analisada.

As extracOes para a quantificacdes da enzima fenilalanina-amonia-liase, o material
vegetal foi macerado com N2 até a formacao de um extrato fino, adicionado o tampé&o
de extracdo borato (0,1M; 10 mL) contendo 50g de PVP (5%) ajustar o pH para 8,8
com HCI e adicionar 1,2 mL de B-mecaptoetanol. O homogeneizado € centrifugado
por 20 min a 12.000 rpm, o sobrenadante é filtrado em l|a-de-vidro, formando a
aliquota.

Todas as extracdes foram realizadas em triplicada para melhor homogeneidade

dos dados.

3.6.3.1 Determinacéo de proteinas totais em tecido vegetal

Para se determinar a concentracdo de proteinas nas amostras de milho utilizou-se
o método de Bradford (1976). A extracao se deu pela maceracdo das amostras em N2
liquido, depois 300 mg desse material vegetal foi adicionado ao tampéo fosfato de
potassio 0,1M (pH 6,7) e novamente macerado. A solucéo foi centrifugada a 10.000
rpm por 5 min, depois extraindo o sobrenadante. Cada amostra foi composta por 50
pL e 2,5 mL solucdo de Bradford, a reag&o ocorreu em 15 min e a leitura foi realizada

em espectrofotdbmetro a 595 nm.

3.6.3.2 Atividade da enzima superoxido-dismutase (SOD)

A atividade enzimatica da SOD (EC; 1.15.1.1) utilizou 50 pL de extrato bruto com
solugéao contendo 13 mM de metionina, 75 pL de NBT, 100 nM de EDTA e 2 pL de
riboflavina e tampéao fosfato de potassio (50mM, pH 7,8). A reagéo teve inicio com a
iluminacdo dos tubos (15 W a 25 °C) por 5 min, depois o final da catalise foi
determinado com a interrup¢éao da luz. O composto formado pela reducédo do NBT,
formazana, foi determinado pela absor¢cao de 560 nm em espectofotmetro. Os tubos

brancos (ndo ha reacdo) sdo mantidos cobertos com papel aluminio. A atividade
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especifica da SOD foi dada em U. pg? proteina e a metodologia proposta por
Giannopolitis et al. (1977) e Koshiba (1999), modificada por Peixoto et al. (1999).

3.6.3.3 Atividade da enzima polifenoloxidase (PPO)

A polifenoloxidase (EC; 1.10.3.1) foi determinada com 0,3 mL da solucdo de
amostra extraida com tampéo fosfato) e 1,85 mL de catecol a 0,1M. Para a reacéo
ocorrer as amostras foram levadas ao banho-maria a 30 °C por 30 min e para final da
catalise utilizou 0,8 mL de acido perclorico. A leitura em espectofotometro foi a 395
nm e a unidade especifica da polifenoloxidase se deu em pKAT. ug proteina™ (LIMA,
1999; KAR, MISHRA, 1976).

3.6.3.4 Atividade da enzima peroxidase (POX)

A atividade enzimatica da peroxidase (POX; EC 1.11.1.7) foi determinada pela
metodologia de Lima (1999), a leitura em espectofotdbmetro a 505 nm. As amostras
séo preparadas com 0,5 mL de extrato bruto, 0,5 mL de tampé&o fosfato de potassio e
0,5 mL de solucéo fenol e aminoantipirina (APP) levadas para o banho-maria a 30 °C
por 5 min, a reacao chegou ao fim com a adi¢@o de alcool etilico absoluto. A unidade

especifica da peroxidase se deu em uKAT. ug proteina.

3.6.3.5 Atividade de fenilananina-amonia-liase (PAL)

A quantificacdo da PAL (EC;4.3.1.5) foi realizada com 1 mL da aliquota, 1 mL
tampao borato (0,2M) colocado em banho-maria 36 °C por 5 minutos (para que ocorra
0 aquecimento da solucao) depois foi acrescentado 1 mL de fenilalania, deixando as
solugdes por 1 hora no banho — agitando de vez em quando para evitar que bolhas de
ar ficassem acumuladas. A reagéo foi parada quando acrescentou 0,1 mL de HCI (6N),
a leitura realizada em espectrofotdmetro em 290 nm, deve-se usar cubetas de quartzo
(deixa passar somente as ondas na faixa da UV), a unidade especifica foi dada em
UKAT. ug proteina (PEIXOTO et al., 1999).



40

3.6.3.6 Determinacao de fendis totais

Para a determinacdo de compostos fenodlicos foram empregados 0,1 mL do
sobrenadante, 0,9 mL de agua deionizada, 0,5 mL de Folim e 2,5 mL de Na2Cls a 20%.
Apdés uma hora de reacdo fez-se as leituras em espectofotometro a 725nm
(SINGLETON et al., 1965; SINGLETON et al., 1999).

3.7 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos as andlises exploratorias para avaliar as
pressuposi¢coes de normalidade dos residuos (SHAPIRO, 1965), a homogeneidade
de variancia dos tratamentos (BARTLETT, 1937) e a aditividade do modelo para
permitir a aplicacdo da ANOVA. Posteriormente, as médias referentes as
caracteristicas morfofisiologicas, e infestacbes artificiais de insetos-praga e as
atividades enziméticas foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). A andlise

estatistica foi realizada usando o programa Sisvar e SigmaPlot verséo 11.
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4. RESULTADOS

4.1 Matéria fresca, matéria seca e teor de agua na planta

As caracteristicas morfolégicas dos hibridos sob diferentes estresses hidricos
foram submetidas a analise estatistica, sendo significativa para a interacdo milho e
capacidade de campo, para os fatores matéria seca (GLs,35 = 0,0031; p = 0,0049) e
matéria fresca (GLe,35 = 0,0445; p = 0,00), CV% 15,20 (Figura 5).

De maneira geral, os hibridos que permaneceram sob os tratamentos de
capacidade de campo e acima desta (100% e 125%) apresentaram 0S maiores
acumulos de matéria fresca e, consequentemente, de matéria seca. A disponibilidade
de agua no solo permitiu que as plantas se desenvolvessem normalmente, com
expansao da area foliar sem danos na morfologia.

Enquanto as plantas sob estresses moderado e severo por déficit (75% e 50% CC)
ficaram menores, baixo acimulo de biomassa e durante as horas mais quentes do dia
apresentavam o comportamento de enrolar as folhas (Figura 6).

Os hibridos Herculex®, Optimum® Intrasect® e PowerCore™ apresentaram
acumulos crescente de biomassa conforme aumentou a agua disponivel no solo nas
CC, sendo 50%, 75%, 100% e 125%. As tecnologias Herculex® e PowerCore™ sob
0s niveis de agua de 50%, 100% e 125% da CC apresentaram acumulo 2 vezes
maiores de matéria fresca que o hibrido Optimum® Intrasect®, diferenciados
estatisticamente.

Mesmo em diferentes niveis de estresses hidricos, os hibridos Herculex® e
PowerCore™ conseguiram se desenvolver diferenciando-se do Optimum® Intrasect®,
gue apresentou comportamento e desenvolvimento retardado, exceto sob 75% da CC.

Para o teor relativo de agua na planta (TRA) ndo houve interacdo estatistica
significativa entre milho e capacidade de campo, sendo significativo apenas para o
fator isolado hibrido de milho (GL3,35 = 0,0003) CV% 11,42 (Figura 7). Em que o hibrido
Optimum® Intrasect® apresentou o maior teor de agua nos tecidos diferenciando-se

das tecnologias PowerCore™ e Herculex®.

Figura 5 - Matéria seca e matéria fresca dos hibridos de milho transgénicos sob diferentes tensfes
de &gua no solo.
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Figura 6 — Comportamento das plantas durante hora mais quente do dia (da esquerda para a direita
diminui a quantidade de 4gua disponivel no solo).
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Figura 7 - Teor relativo de agua nos hibridos de milho
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4.2 Analise Bioquimica

4.2.1 Proteinas Totais

A producéo de proteinas totais apresentou significancia estatistica para a interacao
hibridos de milho e as infestagbes (GL 4,72 = 2,760; p= 0,0340) e CV% 49,56 (Figura
8).

O acumulo de proteinas para o hibrido PowerCore™ foi linear e decrescente, com
significancia para as diferentes infestacdes. A alta taxa de proteina ocorreu em plantas
gue néo sofreram ataques de lagartas (94,92 mg de proteina. gMS™1), diferindo das
plantas que foram infestadas com lagartas resistentes por apresentaram a menor
producéo de proteinas (54,84 mg de proteina. gMS™), as plantas que sofreram danos
com o ataque de lagartas suscetiveis a tecnologia Bt ndo se diferenciaram de ambas
(77, 82 mg de proteina. gMS™1).

O comportamento do hibrido Herculex® para proteinas totais ndo houve diferenca
significativa entre as infestacdes, sendo o menor acumulo para as plantas sem
infestacdo (50,16 mg de proteina. gMS™), seguida com pequeno incremento por
plantas infestadas com lagartas suscetiveis (61,64 mg de proteina. gMS™) e lagarta

suscetivel (81,06 mg de proteina. gMS™). Entre as infestaces do hibrido Optimum®
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Intrasect® também ndo houveram diferencas estatisticas entre as infestagdes sendo
que a maior taxa de producdo de proteinas ocorreu em plantas que nao foram
infestagédo (94,92 mg de proteina. gMS1), com diminuigdo para ambas as plantas com
danos de lagartas, resistente (73,5 mg de proteina. gMS™) e suscetivel (69,4 mg de
proteina. gMS1), respectivamente.

Entre os hibridos estudados a diferenca estatistica encontrada foi para a infestacéo
de lagartas resistentes na tecnologia PowerCore™, sendo a menor taxa de proteinas
totais, os demais néo diferiram.

Figura 8 - Acumulo de proteinas totais em diferentes hibridos de milho expostos a diferentes
infestacBes de lagartas
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Obs: As letras mailsculas comparam as mesmas infestagcdes nos trés hibridos, enquanto as letras mintsculas
comparam as diferentes infestagdes no mesmo hibrido

4.2.2 Superéxido- dismutase (SOD)

A expressao da enzima SOD foi significativa para a interacao hibrido de milho (GL
4,72=5,923; p = 0,0042) e infestagbes (GL 4,72=7,718; p = 0,0009) e CV% 49,65.

A taxa da enzima foi crescente de acordo com o tipo de infestacdo, 0 mesmo
comportamento € observado nos trés hibridos de milho. A concentragéo da enzima
aumenta conforme o dano causado nas folhas das plantas, isso €, as lagartas
suscetiveis aos transgénicos consumem menos area foliar quando comparadas as
lagartas resistentes (Figura 9). Portanto, havera maior atividade enzimética do sistema

oxidativo quanto maior o dano gerado.
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Comparando a atividade da SOD no hibrido PowerCore™, ndo houve diferenca
estatistica entre plantas com infestacédo de lagarta suscetivel (75,64 U.ug™ proteina)
e o tratamento controle (sem infestacdo, 76,71 U.ug?! proteina), mas ambos se
diferenciam da infestacdo com lagarta resistente que teve maior atividade (126,7 U.ug"
! proteina).

A atividade enzimética na tecnologia Optimum® Intrasect® apesar de ter uma
crescente expressdo da SOD nédo apresentou diferenca estatistica entre os tipos de
infestacBes. Por outro lado, o hibrido Herculex® apresentou significancia as
infestagcbes, com baixa atividade de SOD para as plantas sem infestacao (84,13 U.ug
! proteina) e alta atividade da enzima para as plantas atacadas por lagartas resistentes
(136,19 U.ug*t proteina), sendo que a infestacdo de lagarta suscetivel obteve
atividade foi mediana (107,85 U.ug* proteina), ndo diferindo de ambas.

A comparacéo da atividade da SOD nos trés hibridos de milho considerando o tipo
de infestacdo, ndo apresentou diferenca estatistica significativa para as plantas sem
infestacdo, sendo a média entre os hibridos foi 78 U.ug* proteina. Para as plantas
infestadas com lagartas suscetiveis houve diferenca significativa sendo a tecnologia
Herculex® com maior atividade da SOD, diferente das outras duas estudadas. Sob a
infestacdo da lagarta resistente, os hibridos PowerCore™ e Herculex® tiveram altas
atividades da enzima diferenciando-se estatisticamente da tecnologia Optimum®

Intrasect®.

Figura 9 - Atividade especifica da enzima SOD sob diferentes infestagbes nos trés hibridos
utilizados no experimento
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4.2.3 Peroxidase (POX)

A atividade enzimatica da POX ndo apresentou interagdo estatistica entre os
fatores estudados, mas foi significativa para cada fator separadamente, sendo
capacidade de campo (GLs,72 = 3,050; p = 0,0340), hibridos de milho (GL2,72 = 2,840;
p = 0,0650) e infestacao (GL2,72 = 50,932; p = 0,000) CV% 51,36 (Figura 10).

A producao da POX sob as diferentes CC tem o comportamento de aumento
linear conforme o aumento das laminas aplicadas, isso €, conforme mais agua
disponivel no vaso, maior a atividade especifica da enzima (diferencas significativas).
Quando analisado os hibridos de milho ndo houve diferenca estatistica entre eles,
mas a tecnologia Optimum® Intrasect® (2,06 loguKAT.ugproteina) apresentou a
maior atividade, seguida pelo Herculex® (2,11 loguKAT.ugproteina) e PowerCore™
(2,2 loguKAT.ugproteina), com menor atividade — as médias foram transformadas na
base de log pois eram valores extremamente pequenos.

A comparacao da expressao de POX entre as infestac¢des fica claro que quanto
maior o dano causado pela alimentacédo da lagarta maior a producao das enzimas
oxidativas, havendo diferenca significativa entre elas. A infestacdo com lagarta
resistente proporcionou maior consumo de area foliar quando comparada com as
outras infestacdes, assim houve maior estresse oxidativo, isso €, maior producéo de
POX (2,43 loguKAT.ug'proteina), seguido pelos danos causados com lagarta
suscetivel (2,03 loguKAT.uglproteina) e plantas sem danos (1,9 loguKAT.ug

lproteina).
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Figura 10 - Atividade da enzima POX nos fatores Capacidade de campo, hibridos de milho e
infestacéo
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4.2.4 Fenois

Os compostos fendlicos apresentaram interacao tripla significativa (GL 12,72 =
3,683; p = 0,0002) e CV% 15,82. Nesse caso, as variaveis foram desdobradas para
analisar o comportamento de cada fator dentro dos niveis dos demais. Assim, foram
analisados a interacdo das capacidades de campo junto das infestacdes nos trés
hibridos estudados (Figura 11).

Em condicéo de estresse severo por déficit (50% CC), as plantas sem infestacdes
dos hibridos Optimum® Intrasect® e PowerCore™ apresentaram diferencas
significativas, com as maiores taxas do composto (1,03 e 0,89 mg.gMSY,
respectivamente), diferenciando-se da tecnologia Herculex® (0,59 mg.gMS™?) .
Quando infestadas com lagartas suscetiveis a maior producéo de fendis proveio do
Optimum® Intrasect®, diferenciando-se dos demais. Sob infestagcdo de lagartas
resistentes ndo houve diferencas significativas para nenhum hibrido.

Sob estresse moderado, 75% da CC, e sem danos de insetos a tecnologia
Herculex® apresentou a menor taxa de producdo de fendis (0,65 mg.gMS?)
diferenciando-se significativamente da PowerCore™ e Optimum Intrasect® (0,89 e
0,91mg.gMS-%, respectivamente), quando sob ataques das lagartas suscetiveis 0s

hibridos de milho ndo se diferenciaram significativamente. E as plantas sob ataques
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de insetos resistentes foram significativamente diferenciadas entre si, a maior
producéo foi para a tecnologia Optimum Intrasect® (0,84 mg.gMS™) e a menor para
PowerCore™ (0,57 mg.gMS™), o Herculex® néo se diferenciou de ambas.

Em condicao hidrica ideal (100%) sem infestacéo o hibrido Optimum® Intrasect®
(0,83 mg.gMS™) teve a maior producéo de fenol, diferenciando-se do PowerCore™
(0,69 mg.gMS™), o Herculex® teve producéo intermediaria ndo diferenciando-se de
ambos.

Para a infestacdo com lagartas suscetiveis ndo houve diferencas significativas
entre os hibridos e para a infestacdo com lagartas resistentes o PowerCore™ se
diferenciou dos demais com a maior producao de fendis (1,07 mg.gMS™1).

A liberacéo de fendis acima da CC (125%) néo diferenciou-se em nenhum aspecto,
ou seja, sob as diferentes infestacdes nos diferentes hibridos ndo houve diferencas
significantes.

Figura 11 - Expressao de fendis para os hibridos de milho no desdobramento de diferentes
capacidades de campo e infestactes
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Quando sob estresse severo (50% CC), o hibrido PowerCore™ apresentou
diferenca significativa entre as trés infestagdes, com maior produgéo sem sofrer danos
de ataques (0,89 mg.gMS1) e menor quando infestado com lagartas resistentes (0,57
mg.gMF1), os ataques de lagartas suscetiveis ndo se diferenciaram dos extremos.
Para o hibrido Herculex® foi observado significAncia, com menor producéo de fendis
em plantas néo infestadas (0,59 mg.gMS™?) e a maior em plantas sob ataque de
lagartas suscetiveis (0,88 mg.gMS™1), as plantas infestadas com lagartas resistentes
nao se diferenciaram das demais. Para o milho Optimum® Intrasect® houve
significancia para as plantas sem infestagcéo e as plantas submetidas ao ataque de
lagartas suscetiveis (1,02 e 1,2 mg.gMS-%, respectivamente) que foram as maiores
taxas.

Quando submetidas ao déficit moderado (75% CC), o hibrido PowerCore™ teve
diferencas significativa entre as infestagdes, para as plantas que tiveram ataque das
lagartas suscetiveis e sem infestacdo com altas taxas de fendis (1,05 e 0,89 mg.gMS-
1, respectivamente) e a menor sob ataque de lagarta resistente (0,57 mg.gMS?). A
resposta do Herculex® a producao de fenois também foi significativa, a menor taxa foi
obtida em plantas sem infestacédo (0,65 mg.gMS™) e a maior em plantas infestadas
com lagartas suscetiveis (1,0 mg.gMS?) — as plantas sob ataques das lagartas
resistentes nao se diferenciaram de ambas.

Na capacidade de campo de 100%, as plantas de milho PowerCore™ se
diferenciaram significativamente quando atacadas por lagartas resistentes (1,07
mg.gMS1) com a maior producdo de fendis do que quando submetida as outras
infestacdes. O hibrido Herculex® também foi significativo as infestacdes, a menor taxa
de fendis foi obtida quando nédo infestado (0,58 mg.gMS™) e a maior sob danos de
lagartas suscetiveis (0,87 mg.gMS?), os ataques de lagartas suscetiveis ndo se
diferenciaram dos demais. Para a tecnologia Optimum Intrasect® houve diferencas
significativas, a maior producdo de fendis ocorreu quando as plantas foram
submetidas ao ataque de lagartas suscetiveis (0,90 mg.gMS1) e a menor para atague
de lagartas resistentes (0,65 mg.gMF! ataque de lagartas suscetiveis) — plantas que
nao sofreram infestacdo nao se diferenciaram das demais.

Em estresse hidrico em excesso (125%) para as tecnologias PowerCore™ e
Herculex® ndo houve significancia entre os diferentes tipos de infestacdo. O hibrido
Optimum® intrasect® apresentou diferencgas significativas, produzindo altas taxas de

fendis quando infestados por lagartas suscetiveis (0,88 mg.gMS?) (Figura 12).
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Figura 12 - Expresséo de fendis para infestacdo no desdobramento de diferentes capacidades de
campo e hibridos de milho
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Obs: as médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente (Tukey p<0,05) nas colunas de mesma cor
dentro de cada tipo de infestagdo

Para finalizar, a Gltima andlise da producédo de fendis se deu sob as capacidades
de campo no desdobramento de hibridos de milho e infestacdes (Figura 13). O hibrido
PowerCore™ néo apresentou diferencas significativa sob as capacidades de campo
quando ndo infestado. Sob ataque das lagartas suscetiveis houve diferenca
significativa, a maior taxa de fenéis foi a 75% CC (1,05 mg.gMS™), as demais néo se
diferenciaram. Em infestacdo de lagartas resistentes a significancia se deu na lamina
ideal (100% CC) em que houve a maior liberacédo de fenoéis (0,07 mg.gMS) quando
comparadas com as outras laminas.

Para a tecnologia Herculex®, as plantas que ndo sofreram danos néo
apresentaram significancia entre as laminas. Em plantas infestadas com lagartas
suscetiveis, houve significancia, a maior producdo de fendis se deu sob a lamina de
75% (1,0 mg.gMS1) e a menor taxa foi sob estresse por excesso de agua a 125% CC
— as laminas 100% e 50% nao diferiram dos extremos. A infestacdo com lagartas

resistentes apresentou o mesmo comportamento da infestagéo suscetivel, também foi
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significativa, em que maior taxa foi na CC de 75% (0,79 mg.gMS™?) e a menor a 125%
(0,51 mg.gMS?), as outras duas néo se diferenciaram das demais.

Figura 13 - Expresséao de fendis para os niveis de agua no desdobramento diferentes hibridos de
milho e infestacdes

- ® . ® ®

- PowerCore Herculex Optimum™ Intrasect
14} - a 9
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e . ab i ab _ a b b
(2] a 1 a [ab b A T
= b bb | a ! ab
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75% 100% 125% 50% 75% 100% 125%

mmm Sem infestacdo Laminas aplicadas
= Lagarta suscetivel
@ | agarta Resistente

Obs: as médias seguidas pelas mesmas letras néo se diferem estatiticamente (Tukey p<0,05) nas colunas
de mesma cor, capacidades de campo (%)

4.2.5 Fenilalanina-amonia-liase (PAL)

A atividade enzimética ndo apresentou significancia para nenhum dos fatores

estudados e nem para as interacdes, a interacao tripla (GL 12,72=0,898; p = 0,5531) e
CV% 8,19.
4.5.6 Polifenoloxidase (PPO)

A atividade enzimatica ndo apresentou significancia para nenhum dos fatores

estudados e nem para as interagdes, a interacao tripla (GL 12,72 = 0,465; p = 0,928) e
CV% 23,77.
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5. DISCUSSAO

As respostas das culturas aos estresses hidricos podem ser complexos e variam
de acordo com a duracdo do mesmo (LIU, 2010). O presente estudo demonstrou que
as diferentes capacidades de campo afetaram a producédo de matéria fresca e seca.
As plantas que foram submetidas aos déficits hidricos (estresse severo 50% e
estresse moderado 75% CC) apresentaram os menores acumulos de biomassa. A
baixa disponibilidade hidrica no solo proporciona menor absor¢cdo de nutrientes e
reduz as trocas gasosas, gerando impacto direto no processo fisiolégico e metabdlico
das plantas.

Quando a escassez de agua ocorre, as primeiras respostas metabdlicas para
amenizar as perdas de agua para o ambiente sdo o fechamento dos estdmatos e a
diminuicdo da transpiragdo. Com isso, o processo de assimilagéo de carbono e outros
nutrientes € afetado, fazendo com que o desenvolvimento da cultura seja lento ou
mesmo que as plantas apresentem menor porte, reduzindo o tamanho dos entrends
e a area foliar — com menor expansao foliar, ha reducéo na taxa de fotossintese liquida
e nas quantidades de fotossistemas presentes na folha, assim induzindo a formacéo
de espécies reativas de oxigénio. A caracteristica morfolégica para evitar a perda de
agua é o fechamento e enrolamento das folhas durante as horas mais quentes do dia
(YAN; ZHONG; SHANGGUAN, 2015 ;TAIZ, ZEIGER, 2013; GE et al., 2012; TERZI,
2010; FAROOQ 2009). Quando as plantas sdo submetidas a déficit hidrico a parte
aérea tem menor desenvolvimento, investindo os fotoassimilados no crescimento e
expansao radicular para maior absor¢éo de agua (DE SOUZA et al., 2016).

Quanto ao teor relativo de agua na planta, o hibrido Optimum® Intrasect®
apresentou o maior destaque em relacdo as demais tecnologias. Apesar do pouco
desenvolvimento e baixo acumulo de biomassa esse milho apresentou a maior
guantidade de agua nos tecidos, isto foi possivel pois a grande absorcdo de agua
demonstrou a capacidade de turgidez das células que estavam desidratadas
(MARECO et al., 2013).

A imposicao de déficits hidricos para plantas de milho em estadio fenoldgico de
V8, promove alteracdo bioquimicas iniciando a producdo de compostos secundarios
e de ERQO’s, como o acumulo de peréxido em cloroplastos e no mesdfilo (ZHAO et al.,
2016). Além das ERO’s, os compostos secundarios formados como os fenois, tém a

funcdo primordial no metabolismo de protecdo das plantas, como de proteger as
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plantas quando atacadas por insetos liberam esses compostos que sao deterrentes
aos herbivoros, também podem estar co-relacionados as enzimas de estresses como
PPO e POX apresentando um efeito sinérgico a resposta de defesa.

A interacdo dos hibridos de milho, infestacbes e o0s estresses hidricos
demonstraram diversas liberacdes de fendis, de modo geral as plantas sob baixas CC
e ataque de lagartas apresentaram maior expressdo quando comparada com as
plantas com maior disponibilidade de agua, sugerindo assim que os déficits
apresentem um efeito sinérgico junto aos danos dos herbivoros. Dentre as tecnologias
estudadas, o Optimum® Intrasect® obteve as maiores taxas de fendis, isso pode ter
correlacdo a fragilidade da tecnologia exposta ao déficit hidrico, sendo potencializada
guando ocorre o0 ataque de lagartas.

Com a explosdo oxidativa causada por varias fontes de estresses, os fatores
abidticos e/ou bidticos promoveram o aumento da atividade da SOD que é
instantaneamente ativada, pois é considerada a primeira enzima na linha de defesa.
A SOD é responsavel pela dismutacdo dos radicais Oz, gerando H202 e O2
(BREUSEGEM et al., 2001). O aumento da SOD nos hibridos de milho em estudo
ativou o sistema de defesa das plantas, o mesmo foi contatado por Swiatek (2014),
em que os hibridos de milho transgénicos expostos ao déficit hidrico e ao ataque de
acaros rajados (Tetranichus urticae) (KOCH, 1836), também apresentaram elevacéo
na taxa de producado da SOD.

A acdo da SOD produz o substrato para ativacdo de outras enzimas, como a
peroxidase, que degrada o peroxido de hidrogénio, e a atividade dessa enzima é
caracterizada pela interacéo inseto-planta, sendo um dos principais meios de defesa
das plantas (VAN LOON, 2006; KEHR, 2006).

Singn et al. (2013) demonstraram que plantas de feijdo caupi, tomate e algodéo
guando infestadas artificialmente com insetos mastigadores, Spodoptera litura
(Fabricius) (Lepidoptera, Noctuidae), e sugadores, Bemisia tabaci (Gennadius, 1889)
(Hemiptera, Aleyrodidae), permitindo o ataque por 48h e depois analisada a atividade
da peroxidase, apresentou as maiores taxas para as plantas que tiveram ataques de
Spodoptera sp. Sendo assim, neste estudo todos os hibridos apresentaram expressao
de peroxidase, mas quando a planta infestada com uma lagarta resistente ao milho Bt
apresentou as maiores taxas de enzimas comparando com a infestada com uma

lagarta da mesma espécie, mas suscetivel a tecnologia. A maior atividade pode estar
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correlacionada com a capacidade de alimentacao dos individuos resistentes, por ndo
desenvolverem os sintomas de infec¢do, permaneceram alimentando-se da planta.
Assim como as plantas, quando sob estresses, o0s insetos também produzem ERO'’s
para mitigar possiveis danos celulares (ALl et al., 2016).

Dessa forma, fica expresso que as plantas transgénicas apresentam altas taxas de
peroxidase (comparadas com plantas convencionais) mesmo quando nao Sao
atacadas por insetos, isso implica que a atividade da enzima peroxidase pode afetar
a expressao de outros genes envolvidos na resisténcia de pragas (SUZUKI et al.,
2012)

Com toda a producéo de enzimas de estresse para amenizar e controlar os efeitos
adversos das ERO’s no metabolismo das plantas, a producdo de proteinas nos
vegetais foi afetada. As plantas limitaram a sintese de proteina e passaram a
aumentar a atividade de enzimas relacionadas ao combate de ERO’s — resultante da
transicdo do metabolismo da sintese proteica para hidrélise (BILGIN et al., 2010;
LOWER, 2009).

Além do ataque de insetos, em cultivos transgénicos quando sob estresse abidtico,
tal qual déficit hidrico, ha a diminuicdo de proteinas sollveis contidas nas folhas
afetando a producéo de proteinas Bt (DONG; LI, 2007). A expressao de proteinas
também pode variar de acordo com a idade da planta, e sdo mais ativas em tecidos
verdes, assim decrescem na fase reprodutiva (RAO, 2005).

Sendo assim, os hibridos estudados apresentaram as menores quantidades de
proteinas quando atacados por lagartas resistentes, devido a capacidade de ingestéo
sem que haja o efeito do Bt, enquanto as plantas que ndo foram infestadas
apresentaram quantidades consideraveis de proteinas. A alta expresséo da atividade
das enzimas peroxidase e superéxido-dismutase foram suficientes no combate de
ERO’s inviabilizando outras como polifenoloxidase e fenilananina-amonia-liase.
Entretanto também limitaram a producéo de proteinas totais que sao primordiais

guando as plantas séo transgénicas.
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6. CONCLUSOES

Os hibridos de milho (PowerCore™, Herculex® e Optimum® Intrasect®) quando
submetidos ao estresse hidrico apresentaram a conversao da energia da planta para
a producao de defesas antioxidantes, induzindo a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERQO’s) afim de minimizar o estresse oxidativo nos tecidos.

Assim, plantas com a tecnologia Herculex® conseguiu o0 maior acimulo de massa
seca mesmo sob déficit hidrico, e quando comparada ao crescimento das tecnologias
estudadas. No entanto, as plantas Optimum® Intrasect® apresentaram o
desenvolvimento limitado e com baixa producéo de matéria seca.

As consequéncias do estresse hidrico junto a infestacdo artificial das lagartas
promoveram aumento das enzimas de estresses, tais como a superéxido-dismutase
(SOD) e peroxidase (POX) nos trés hibridos de milho. Assim, a atividade enzimatica
proporcionou diminuicdo das atividades das proteinas totais, que sdo de suma
importancia por estarem relacionadas com a producao das proteinas Bt que realizam
o controle da fase imatura dos lepidopteros.

Portanto, durante a safra 2013/14 as condigBes meteoroldgicas favoreceram a
extensdo de veranicos, causando estresses nas tecnologias que estavam em campo.
Promovendo a diminuicdo no controle das populacdes de inseto-praga, Spodoptera

frugiperda, além de favorecer espécies resistentes a tecnologia.
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8. APENDICE — ESTATISTICA
8.1 Andlises morfologicas
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Massa fresca
Capacidade Campo PowerCore™ Herculex® Optimum® Intrasect®
50% 91,63 Ab 93,19 Ab 117,98 Aa
75% 95,28 Aa 94,51 Aa 109,09 Aa
100% 95,15 Ab 105,95 Ab 131,13 Aa
125% 99,98 Aa 102,49 Aa 111,59 Aa
Massa seca
Capacidade Campo PowerCore™ Herculex® Optimum® Intrasect®
50% 22,87 Aab 18,98 Ab 5,97 Bb
75% 16,16 Bb 20,18 Bb 12,52 Bb
100% 17,46 ABab 23,09 Ab 10,18 Bb
125% 25,99 Ba 43,43 Aa 22,95 Bb

Teor de agua relativo na planta

Hibridos Médias
PowerCore 9551 b
Herculex 99,04 b
Optimum Intrasect 117,44 a

8.2 Andlises bioquimicas
Proteinas totais

Lagarta suscetivel

Lagarta resistente

Hibridos Sem infestagéo Bt Bt
PowerCore™ 94,92 + 10,38 Aa 77,82 +10,8 Aab 5484 + 7,3 Bb
Herculex® 50,16 + 5,02 Aa 81,06 + 11,28 Aa 61,64 + 6,81 Aa
ﬂt’rtg:é‘g?g 94,92 1005 Aa 69,43 + 11,15 Aa 73,50 8,5 Aa
F 0,0340

CV (%) 49,56

*médias seguidas pelas mesmas letras minasculas = linha
** médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas = coluna

Superoxido-dismutase (SOD)

Lagarta suscetivel

Lagarta resistente

Hibridos Sem infestagcao Bt Bt
PowerCore™ 76,71 £ 5,75 Bb 75,64 £ 9,45 Bb 126,7 + 10,59Aa
Herculex® 84,13 + 10,73 Bb 107,85 + 11,27 Aab 136,19 + 7,32 Aa
Optimum® 75,64 + 4,71 Bb 81,13 + 9,77 Bb 96,59 + 6,27 Bb
Intrasect® T e RS

F 0,0009

CV (%) 49,65

*médias seguidas pelas mesmas letras minasculas = linha
** médias seguidas pelas mesmas letras maitsculas = coluna

Peroxidase (POX)
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Capacidade o A o ~ -
Campo Médias Hibridos Médias Infestacdo Médias
Sem
0, ™
50% 2,05+0,06 b | PowerCore 2,06 +0,05a infestaco 1,90+ 0,04 c
Lagarta
75% 2,08 + 0,06 ab Herculex® 2,12+ 0,05a | suscetivel 2,04+0,04b
Bt
Optimum® Lagarta
100% 2,14 + 0,05 ab 2,20+ 0,06 a | resistente 2,44 +0,04 a
Intrasect® Bt
125% 2,23+ 0,06 a
F 3.050 2.840 50.932
CV% 11.02
Fenois

Hibrido PowerCore™

Capacidade Campo

Sem infestacao Lagarta suscetivel Bt

Lagarta resistente Bt

50% 0,894 £ 0,03 a 0,77£0,01 b 0,57+0,02b

75% 0,897 £0,12 a 1,05+ 0,00 a 0,57 +0,01 b

100% 0,693 £ 0,00 a 0,69+ 0,00 b 0,69 £0,04 b

125% 0,677 £ 0,03 a 0,74+ 0,01 b 1,07 +0,02 a

F 3,47 5,25 11,24
Hibrido Herculex®
Capacidade Campo Sem infestacao Lagarta suscetivel Bt Lagarta resistente Bt

0,59+0,05b 0,88 £ 0,08 ab 0,65 £ 0,02 ab

50%

7504 0,65+0,00b 0,99+0,12 a 0,79+£0,06 a
0,58+0,04 b

100% 0,87 +0,12 ab 0,74 £ 0,00 ab

1250 0,65+0,08b 0,72+0,11 b 0,51 £ 0,00 ab

Hibrido Optimum® Intrasect®

Capacidade Campo

Sem infestacdo Lagarta suscetivel Bt

Lagarta resistente Bt

0% 1,03+0,0la 1,17+0,13ab 0,48+ 0,02 b

2504 0,95+ 0,03 a 1,19+0,20a 0,84+0,20 a

100% 0,83+0,03a 0,90 + 0,10 ab 0,65 + 0,00 ab

125% 0,55+ 0,05 b 0,88+ 0,05 b 0,53+ 0,06 b
F 2,64 3,42 12,40
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Capacidade de Campo 125%

Hibridos Sem infestacdo Lagarta suscetivel Bt Lagarta resistente Bt
PowerCore™ 0,89+ 0,03 a 0,77+0,01 b 0,57+0,02b
Herculex® 0,59+0,05b 0,88+ 0,08 b 0,65+0,02b
Optimum® Intrasect® 1,03+ 0,01 a 1,17+0,13 a 0,49+0,02b

Capacidade de Campo 100%

Hibridos Sem infestacdo Lagarta suscetivel Bt Lagarta resistente Bt
PowerCore™ 0,89+0,12a 1,05+ 0,00 b 0,57 £ 0,01b
Herculex® 0,65+0,00b 0,99+0,12b 0,79 £ 0,06 ab
Optimum® Intrasect® 1,03 + 0,03 a 1,19+0,35b 0,84 +£0,00 a

Capacidade de Campo 75%

Hibridos Sem infestacdo Lagarta suscetivel Bt  Lagarta resistente Bt
PowerCore™ 0,69+0,00ab 0,68+0,00b 1,07 £ 0,04 a
Herculex® 0,57+0,04b 0,87+0,12b 0,74+0,07b
Optimum® Intrasect® 0,83 + 0,03 a 0,90+0,10b 0,65+0,00b

Capacidade de Campo 50%

Hibridos Sem infestacdo Lagarta suscetivel Bt Lagarta resistente Bt

PowerCore™ 0,65+0,03b 0,74+0,01b 0,69+0,02b

Herculex® 0,65+0,08b 0,72+0,11b 0,51+0,00b

Optimum® Intrasect® 0,55+ 0,05b 0,88+0,06b 0,52+£0,01b

F 2,64 3,428 12,402
Capacidade de Campo 50%

Infestacao PowerCore™ Herculex® Optimum® Intrasect®

Sem infestacéo 0,89+£0,10 a 0,59+£0,05b 1,03+0,01a

Lagarta suscetivel Bt 0,77 £ 0,01 ab 0,88 £+ 0,05 a 1,18+ 0,10 a

Lagarta resistente Bt 0,57+0,02b 0,65+ 0,02 ab 0,49+0,02b
Capacidade de Campo 75%

Infestacéo PowerCore™ Herculex® Optimum® Intrasect®

Sem infestacéo 0,89+0,12 a 0,65+0,00b 0,92+0,03b

Lagarta suscetivel Bt 1,05+ 0,00 a 0,99+0,12 a 1,20+ 0,20 a

Lagarta resistente Bt 0,57+0,01b 0,79 £ 0,06 ab 0,84+0,03b
Capacidade de Campo 100%

Infestagéo PowerCore™ Herculex® Optimum® Intrasect®

Sem infestacdo 0,69+0,00b 0,58+0,04b 0,83+ 0,03 ab

Lagarta suscetivel Bt 0,68+ 0,00b 0,87 £0,12 a 1,20+0,10b

Lagarta resistente Bt 1,07+ 0,04 a 0,74 £ 0,07 ab 0,84+£0,00b
Capacidade de Campo 125%

Infestagéo PowerCore™ Herculex® Optimum® Intrasect®

Sem infestacdo 0,64+0,03b 0,65+0,08b 0,54+00Db

Lagarta suscetivel Bt 0,73+0,01 b 0,72+0,11 b 0,88+ 0,0a

Lagarta resistente Bt 0,69+£0,02b 0,51+0,00b 0,53+£0,01b

F 6,734 10,999 8,942

CV% 15,82






