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EXPRESSÃO DE Cry1F, CONTROLE DE Spodoptera frugiperda 
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) E PRODUTIVIDADE DE GRÃOS EM HÍBRIDOS 

DE MILHO HOMOZIGOTOS E HEMIZIGOTOS TRANSGÊNICOS 
 
 

RESUMO - Os híbridos de milho transgênicos, em geral, apresentam o locus 
transgênico em hemizigose. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do número de 
alelos transgênicos em híbridos de milho em relação à expressão de Cry1F nas folhas, 
ataque de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) e a 
produtividade de grãos, utilizando cinco híbridos isogênicos nas versões transgênicas 
homozigota e hemizigota, além da versão convencional de um dos híbridos. O nível 
de expressão da proteína Cry1F (PRYF) foi quantificado pela técnica de ELISA. Nos 
experimentos de campo, conduzidos na primeira e segunda safras do ano agrícola 
2015/2016, avaliou-se o ataque de S. frugiperda em campo (ALC), por infestação 
natural, e a produtividade de grãos (PG). Dois bioensaios foram realizados em 
laboratório para avaliar a sobrevivência larval de S. frugiperda de 1º instar (SL) 
alimentadas com as folhas dos híbridos. Os híbridos transgênicos, homozigotos e 
hemizigotos, não apresentaram silenciamento gênico. Os híbridos homozigotos 
apresentaram maior concentração de proteína Cry1F. Quando houve elevado ALC, 
na primeira safra, os híbridos transgênicos foram superiores à testemunha 
convencional na PG, entretanto, não houve diferença entre os híbridos homozigotos 
e hemizigotos. Os híbridos transgênicos também foram superiores à testemunha 
convencional nos bioensaios, sendo que os homozigotos apresentaram as menores 
médias de SL. A presença de um alelo transgênico a mais nos híbridos homozigotos 
propiciou comportamento genético aditivo para a expressão de Cry1F e controle de S. 
frugiperda, diminuindo ALC e SL, sem diminuir a capacidade produtiva das plantas. 
Diante do exposto, não há limitações para a utilização de híbridos de milho 
homozigotos para o transgene, pois apresentaram melhor controle de S. frugiperda 
em comparação com os híbridos hemizigotos.  

 
Palavras-chave: Controle de lagarta-do-cartucho, Expressão de alelos Bt, 
Transgenia em hemizigose, Transgenia em homozigose, Zea mays  
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Cry1F LEAF EXPRESSION, Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: 
NOCTUIDAE) CONTROL AND GRAIN YIELD IN HOMOZYGOUS AND 

HEMIZYGOUS TRANSGENIC MAIZE HYBRIDS 
 
 

ABSTRACT - Genetically modified (GM) maize hybrids, in general, possess the 
transgenic locus in a hemizygous state. The aim of the study was to assess the effect 
of the number of transgenic alleles in maize hybrids regarding the Cry1F leaf 
expression, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) attack and 
grain yield, through the evaluation of five isogenic hybrids in the homozygous and 
hemizygous transgenic versions and a non-GM hybrid. Cry1F protein expression levels 
(PRYF) were quantified by ELISA. In field experiments conducted during the summer 
and autumn seasons of 2015/2016, we assessed the leaf-feeding injury of S. 
frugiperda in the field (LFI) by natural infestation and grain yield (GY). Two bioassays 
were carried out in the laboratory to evaluate the survival of first-instar S. frugiperda 
larvae (SL) fed with the maize hybrids. Transgenic hybrids did not present gene 
silencing. Homozygous hybrids presented higher Cry1F expression levels than 
hemizygous hybrids. With high LFI during the summer season, transgenic hybrids were 
superior to the non-GM for GY, however, there was no difference between 
homozygous and hemizygous hybrids. The transgenic hybrids were superior to the 
non-GM hybrid in the bioassays, and the homozygotes caused the highest mortality of 
S. frugiperda. The addition of one transgenic allele in the homozygous hybrids 
provided an additive genetic effect, increasing PRYF and S. frugiperda control, 
whereas GY was not affected. In conclusion, there are no limitations to the use of 
transgenic homozygous maize hybrids, which presented better S. frugiperda control 
comparing to hemizygous hybrids. 

 
Keywords: Bt expression level, Fall armyworm control, Hemizygous hybrids, 
Homozygous hybrids, Zea mays 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil é o terceiro maior produtor de milho do mundo, atrás dos Estados 

Unidos e da China. Na safra 2015/16, a produção atingiu 66 milhões de toneladas em 

aproximadamente 16 milhões de hectares (CONAB, 2016). O cultivo de milho no Brasil 

é realizado em duas safras, sendo que a segunda é responsável por 2/3 do total (KIST 

et al., 2016). A adoção de biotecnologia no milho plantado em território brasileiro está 

presente em mais de 82% da área na primeira safra e 91% na segunda safra 

(CÉLERES, 2016).  

A maioria dos híbridos de milho transgênicos desenvolvidos pelas empresas de 

melhoramento são hemizigotos para a transgenia, isto é, possuem apenas um alelo 

no locus que caracteriza o evento transgênico. Isso ocorre porque na obtenção do 

híbrido transgênico são cruzadas duas linhagens: uma homozigota para a transgenia 

e outra que não possui o evento transgênico (linhagem convencional). Em decorrência 

disso, os híbridos obtidos contêm um alelo transgênico e um alelo alternativo nulo, 

caracterizando a hemizigose (GUADAGNUOLO et al., 2006).  

Para a introgressão de um transgene em uma linhagem convencional de milho, 

utiliza-se o método do retrocruzamento, que envolve o cruzamento entre um parental 

doador e um parental recorrente. A cada geração de retrocuzamento e seleção dos 

genótipos com maior expressão de proteína transgênica, a quantidade de proteínas 

codificada pelo “trait” aumenta, mesmo mantendo as linhagens em hemizigose para a 

transgenia. Após a recuperação do parental recorrente com o “trait” desejado é 

realizada uma autofecundação da linhagem para a obtenção do locus transgênico em 

homozigose, e, consequentemente, aumentar a quantidade de expressão das 

proteínas transgênicas. Após isso, cruzam-se duas linhagens com a transgenia em 

homozigose para a formação de um híbrido, que apresentará acumulação máxima de 

proteínas por ser homozigoto para o transgene (HOWARD; HOOD, 2014). A 

expressão do transgene pode ser mantida ou até aumentada por meio do 

melhoramento de plantas (HOOD et al., 2003). A autofecundação da planta 

promovendo loci em homozigose combinada com a melhoria das características 

agronômicas contribuem para o aumento da quantidade de proteína expressa (HOOD 

et al., 2007).  

O incremento do número de cópias do transgene no genoma da planta, 

diferentemente do aumento da dose do gene por meio da adição de um alelo no locus, 
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não contribui para a elevação da quantidade de proteína transgênica expressa, ou 

seja, em alguns casos múltiplas inserções do transgene no genoma costumam 

resultar em menor expressão gênica do que uma única inserção (HOBBS et al., 1990; 

LAW et al., 2006). O aumento de proteína transgênica que é expressa na planta pode 

ser obtido por meio da seleção de plantas mais produtivas pelo melhoramento 

genético e também por meio de plantas homozigotas para o evento (STREATFIELD 

et al., 2002; CLOUGH et al., 2006). A homozigose do transgene pode ser benéfica em 

alguns casos, quando aumenta a concentração de proteína na planta; em outros, no 

entanto, pode ter o mesmo desempenho dos hemizigotos, causar silenciamento 

gênico transcricional e pós-transcricional, e até ser letal (JAMES et al., 2002; HOOD 

et al., 2012).   

Alguns eventos transgênicos Bt são responsáveis pelo controle de lepidópteros 

pragas (ISAAA 2016), entre eles a lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J.E. 

Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), uma das principais pragas desfolhadoras da cultura 

do milho (NIU et al., 2014). Em experimentos realizados no Brasil com infestação de 

S. frugiperda, a perda na produtividade de milho variou de 17 a 57,6% (CRUZ; 

TURPIN, 1983; CRUZ et al., 1999; WAQUIL et al., 2002). A dose de proteínas Bt 

produzida por plantas geneticamente modificadas tem grande influência na 

mortalidade de S. frugiperda (WAQUIL et al., 2004). Com o advento dos cultivares de 

milho geneticamente modificados com a tecnologia Bt, o nível de ataque de S. 

frugiperda nas folhas foi menor e os danos na produtividade diminuíram em até 18% 

em comparação com cultivares convencionais (SIEBERT et al., 2012; STORER et al., 

2012; FRIZZAS et al., 2014; MORAES et al., 2014; SANTOS-AMAYA et al., 2015), 

além de reduzir o uso de inseticidas (MEISSLE et al., 2010; BENBROOK, 2012). Na 

última década aumentou o número de casos de resistência de S. frugiperda à 

proteínas Bt (STORER et al., 2010; TABASHNIK et al., 2013; JAKKA et al., 2014). 

Algumas estratégias que contribuem para a eficácia do manejo de resistência de S. 

frugiperda são a piramidação de proteínas Bt (HUANG et al., 2014; FARIAS et al., 

2015) e a utilização da área de refúgio (SHELTON et al., 2000).  

Diante do exposto, este estudo teve como objetivos avaliar o efeito do número 

de alelos transgênicos em híbridos de milho na expressão de Cry1F, no nível de 

ataque de S. frugiperda e na capacidade produtiva das plantas.      
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

   2.1. Cenário mundial e nacional do milho 

 

A produção mundial de milho é de 1,03 bilhão de toneladas, assumindo o posto 

de cereal mais produzido no mundo (FAO, 2017). Os Estados Unidos são os maiores 

produtores de milho, com produção estimada em 386 milhões de toneladas, seguidos 

da China, com 216 milhões, e do Brasil, com expectativa de produzir 

aproximadamente 84 milhões de toneladas na safra 2016/2017.  Nos últimos cinco 

anos a produção americana de milho cresceu mais de 110 milhões de toneladas, 

superando a produção total brasileira (CONAB, 2017), que teve aumento de 25 

milhões de toneladas desde 2010, mais de 30% do total produzido pelo país (FAO, 

2017).  

Após a instabilidade climática na safra 2015/2016 pela falta de chuvas nas 

principais regiões produtoras de milho e o atraso no plantio da soja, a produção de 

milho caiu em aproximadamente 17,5 milhões de toneladas em relação ao ano 

anterior, reduzindo a produtividade de milho em cerca de 28% (CONAB, 2016). Para 

a safra 2016/2017, a tendência é de recuperação da produção e produtividade de 

grãos de milho, sendo a última em torno de 5249 kg ha-1. A segunda safra de milho é 

responsável por mais de 65% da produção total, isto é, aproximadamente 56 milhões 

de toneladas. A preferência do cultivo de milho na segunda safra é devido à maior 

rentabilidade e plasticidade da cultura da soja, sendo esta plantada na primeira safra, 

durante a época das chuvas (CONAB, 2017).  

 

   2.2. Melhoramento de milho 

 

O melhoramento genético e as práticas culturais são ferramentas essenciais 

para o aumento da produtividade de milho. Desde a domesticação da espécie há 

milhares de anos, plantas foram selecionadas de acordo com as necessidades de 

cada civilização, adaptando a cultura a vários ambientes. A partir do século XX, o 

rendimento de milho cresceu devido à introdução de variedades melhoradas e ao 
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advento dos híbridos. Nos últimos 50 anos, o uso de fertilizantes, o controle de pragas 

e plantas daninhas, a mecanização agrícola e a maior densidade de semeadura 

também contribuíram para aumentar o rendimento de milho (DUVICK, 2005). 

Darwin (1878) contribuiu para o entendimento da heterose ou vigor híbrido, em 

seu estudo sobre endogamia e polinização aberta ao relatar que o cruzamento entre 

duas plantas advindas de sucessivas autofecundações apresentava desempenho 

superior ao dos parentais, o que era inesperado até então. A explosão de 

produtividade ocorrida no último século com o advento dos híbridos simples, triplos e 

duplos, tomou forma com Shull (1908) em seu trabalho intitulado, em tradução livre, 

“A composição de um campo de milho”. Neste trabalho, Shull mostrou que plantas de 

milho autofecundadas por sucessivas gerações, ou seja, linhagens endogâmicas, 

apresentavam queda brusca no seu desempenho produtivo e vigor, sendo estes 

recuperados imediatamente na geração seguinte após o cruzamento dessas 

linhagens, obtendo-se o híbrido simples. Na época, a viabilidade para a obtenção de 

híbridos simples era muito baixa, devido ao alto custo e baixa produção de sementes 

pela linhagem parental feminina. Jones (1922) mostrou que o cruzamento entre dois 

híbridos simples, ou seja, entre quatro linhagens, produzindo híbridos duplos, apesar 

de produzir menos que o híbrido simples foi a alternativa viável para a adoção dos 

híbridos pelos produtores, graças à considerável heterose, maior produção e menor 

variabilidade fenotípica que estes apresentavam frente às variedades de polinização 

aberta. 

Contribuindo para o melhoramento genético de plantas, em meados da década 

de 90, pesquisas tornaram viável a introdução de proteínas Bt nas plantas, através da 

engenharia genética. Mais de 10 genes codificando várias proteínas foram 

identificados, contendo toxinas na forma de cristal (Cry), tóxicas à espécies de 

lepidópteros, dípteros e coleópteros. As proteínas Cry são ingeridas pelos insetos e 

se tornam ativas no intestino médio, sendo uma alternativa para a diminuição do uso 

de agrotóxicos (SCHULER, 1998; SCHNEPF et al., 1998).  

A transformação genética tem como objetivo conferir novas características a 

determinado indivíduo que não as possuía, podendo ser de tolerância a herbicidas, 

resistência à pragas e patógenos. Pode ocorrer redução na capacidade produtiva da 

planta ao introduzir genes de resistência, devido à alteração da fisiologia e rotas 

metabólicas. Por outro lado, o custo energético com a replicação do DNA para a 

síntese de novas enzimas é desprezível nas plantas, diferentemente do que ocorre 
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nas bactérias (PURRINGTON; BERGELSON, 1997). Embora o milho seja uma cultura 

de grande importância econômica, poucos estudos foram feitos comparando o efeito 

do transgene na produtividade de híbridos transgênicos. Guadagnuolo et al. (2006) 

mostrou que a transgenia não interfere na capacidade produtiva da planta.  

A introdução de novas características em plantas de milho através da 

transformação genética vai além da tolerância à herbicidas e resistência a insetos. O 

milho encaixa-se em uma categoria em que não é mais visto apenas como alimento, 

à medida que seu potencial produtivo está sendo direcionado para a obtenção de 

moléculas de alto custo para a produção de fármacos, enzimas industriais, nutrientes 

e combustíveis. Por ser a cultura mais disseminada no mundo, encontra-se na 

dianteira da nova revolução verde, na qual as plantas não são mais utilizadas apenas 

para a produção de alimentos (NAQVI et al., 2011). 

 

   2.3.Transgenia em homozigose e hemizigose 

 

Em relação ao emprego de transgênicos na cultura do milho, a partir de 2005 

foi aprovada a importação e comercialização de milho geneticamente modificado no 

Brasil para alimentação animal, com genes de tolerância a herbicidas e resistente a 

insetos (CTNBIO, 2005). A partir de 2008, o interesse do produtor rural no milho 

transgênico começou a crescer devido a maior facilidade em cultivá-lo em relação ao 

milho convencional. Como consequência, a taxa de adoção de milho transgênico no 

Brasil cresceu mais de 10 vezes desde 2008 (CÉLERES, 2014), representando hoje 

mais de 85% dos cultivares de milho plantados, dos quais 82% na safra de verão e 

91% na segunda safra (CÉLERES, 2016).  

Os híbridos de milho transgênicos desenvolvidos pelas empresas de 

melhoramento, dentre elas a Dow Agrosciences Industrial Ltda., são hemizigotos para 

o transgene, isto é, possuem apenas um alelo contendo o evento transgênico. Isso 

ocorre, pois na obtenção do híbrido transgênico são cruzadas duas linhagens, sendo 

uma delas homozigota para o transgene e a outra sem transgenia, denominada de 

linhagem convencional (GUADAGNUOLO et al., 2006). A obtenção do híbrido com a 

transgenia em homozigose é realizada através do cruzamento de duas linhagens 

transgênicas, formando híbridos que terão acumulação máxima de proteínas 

transgênicas por possuírem dois alelos no locus transgênico (HOWARD; HOOD, 

2014). 



6 

Quando o “trait” está em hemizigose, apresenta dosagem genética de ½ N, 

enquanto indivíduos com o locus em homozigose podem chegar à dosagem de 2 N, 

ou seja, é possível atingir uma superexpressão do transgene até quatro vezes maior 

em relação ao hemizigoto, quando o evento está em homozigose (HOOD et al., 2012). 

Caligari et al. (1993) compararam duas linhagens de tabaco, Xanthi e Samsun; a 

linhagem Xanthi, que teve menor expressão do transgene GUS (marcador de seleção 

visual em tecidos transformados), apresentou os mesmos resultados de expressão 

para os genótipos com transgenia em homozigose e hemizigose. Em contrapartida, a 

linhagem Samsun, que teve expressão de GUS muito maior, apresentou genótipos 

com o dobro de proteína transgênica expressa nos homozigotos quando comparada 

com os hemizigotos. Sendo assim, a concentração de proteína transgênica não 

depende apenas da quantidade de alelos transgênicos no locus, mas também do 

genótipo de cada indivíduo. Nota-se que a quantidade de proteína expressa e a 

concentração de mRNAs podem aumentar ao adicionar mais um alelo transgênico no 

locus da planta (LAW et al., 2006; RAMESSAR et al., 2008). 

 

   2.4. Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) e o efeito da 

tecnologia Bt 

 

Conhecida como lagarta-do-cartucho e lagarta-militar, S. frugiperda é a 

principal praga da cultura do milho no Brasil. Com o aumento do cultivo de milho no 

país, a disponibilidade de alimento para S. frugiperda aumentou, o que contribuiu para 

seu aumento populacional, tornando-a praga não só das folhas, mas também das 

espigas, além de apresentar comportamento semelhante ao da lagarta-rosca (Agrotis 

ipsilon) de cortar plântulas rente ao solo. Períodos de seca favorecem este tipo de 

comportamento das lagartas. Quando o ataque é muito severo, nota-se uma 

quantidade elevada de excreções sobre as folhas, ocasionando total destruição do 

cartucho do milho. O dano na produção de milho é em torno de 20% e o maior ataque 

é registrado próximo do início do estádio reprodutivo (GALLO et al., 2002).  

O nível de ataque de lagartas de S. frugiperda nas folhas de milho é aferido 

pela escala de notas de Davis et al. (1992). Esta escala varia de 0 a 9, onde a nota 0 

representa a planta não atacada; 1: pontuações de raspagens nas folhas; 2: 

pontuações de raspagens e menos de três raspagens circulares até 1,5 cm; 3: uma a 

cinco raspagens menores que 1,5 cm e de uma a três raspagens maiores que 1,5 cm; 
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4: plantas apresentando raspagens de 1,5 a 3,0 cm; 5: plantas com até três raspagens 

maiores que 3,0 cm e apresentando furos de até 1,5 cm em até duas folhas; 6: furos 

maiores que 1,5 cm em mais de duas folhas; 7: raspagens maiores que 5 cm e furos 

de 1,5 cm em mais de duas folhas; 8: raspagens de mais de 5 cm e furos com mais 

de 3,0 cm em várias folhas; 9: planta com o cartucho destruído.   

Desde a liberação comercial de tecnologias transgênicas pela Comissão 

Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBIO) no Brasil em 2008, vários genes Bt 

foram introduzidos no milho com o objetivo de controlar a principal praga da cultura, a 

lagarta-do-cartucho S. frugiperda. Entre as proteínas codificadas por genes Bt estão 

Cry1Ab, Cry1F, Vip3Aa20, Cry2Ab2 e Cry1A.105, e as empresas responsáveis pela 

introdução destas proteínas nas plantas são Monsanto Company, Dow AgroSciences 

LLC, Syngenta e DuPont (Pioneer Hi-Bred International Inc.) (ISAAA, 2016).  

Em 2010, a CTNBIO aprovou o milho geneticamente modificado resistente a 

insetos e tolerante à herbicidas da Dow AgroSciences Industrial Ltda., denominado 

PowerCoreTM, para liberação no meio ambiente, comercialização e consumo animal e 

humano. O milho PowerCoreTM é composto de três eventos: MON89034, TC1507 e 

NK603, com os respectivos organismos doadores Bacillus thuringiensis, Streptomyces 

viridochromogenes e Agrobacterium tumefaciens. A tecnologia codifica três proteínas 

para resistência a insetos lepidópteros (Cry1A.105, Cry2Ab2 e Cry1F) e duas 

proteínas para tolerância aos herbicidas glufosinato de amônio e glifosato (PAT e 

CP4-EPSPS, respectivamente) (CTNBIO, 2010).  

Siebert et al. (2012) avaliaram a eficiência de controle de S. frugiperda em 

campo por infestação natural utilizando híbridos de milho convencionais e 

transgênicos, com eventos piramidados e individuais. As injúrias nas folhas foram 

avaliadas pela escala de notas de 0-9 (DAVIS et al., 1992), demonstrando que os 

híbridos convencionais tiveram a maior nota de ataque (4,4), sendo mais atacados em 

relação aos transgênicos, que demostraram menor presença de lagartas e menor 

injúria nas folhas. Os híbridos com múltiplas proteínas Bt, isto é, piramidados, não se 

diferenciaram daqueles que possuíam somente uma proteína, apesar de terem 

apresentado menores números de lagartas presentes nas plantas e quantidades de 

injúria nas folhas. Em trabalho similar, Rule et al. (2014) infestaram artificialmente as 

plantas com S. frugiperda e concluíram que os híbridos com eventos Bt, piramidados 

ou individuais, sofreram menos ataque de lagartas nas folhas do que os não Bt. O uso 

de eventos piramidados retarda a evolução da resistência às proteínas Bt e promove 
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melhor controle de pragas do que os eventos individuais (STORER et al., 2012; NIU 

et al., 2014). Estudos recentes de resistência cruzada e de adoção de manejo de 

resistência de pragas aprovam o uso de eventos piramidados (NIU et al., 2013; 

HUANG et al., 2014). Zhao et al. (2003) recomendam o uso de eventos Bt 

piramidados, pois a resistência da planta a lepidópteros será mais longeva do que 

eventos dissociados. Em bioensaios com S. frugiperda, Hardke et al. (2011) 

alimentaram lagartas com folhas de híbridos convencionais e Bt, observando no 

segundo caso menor sobrevivência de lagartas e menor injúria nas folhas, concluindo 

que proteínas piramidadas apresentam melhor controle de S. frugiperda. 

 

   2.6.Teste de ELISA 

 

ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) é um teste imunoenzimático 

que parte do princípio de interação entre antígeno e anticorpo. Na presença do 

anticorpo, a proteína específica, chamada de antígeno, reage. Após a reação, outro 

anticorpo é colocado para que em contato com o substrato altere a coloração do meio, 

e assim, detecte a presença da proteína. A técnica também pode ser utilizada para a 

quantificação de proteínas, por meio da formação de uma curva padrão formada por 

quantidades conhecidas da proteína de interesse (MARCELINO-GUIMARÃES, 2013). 

A fim de detectar e quantificar as proteínas transgênicas expressas nas plantas, 

a técnica de ELISA é uma opção bastante utilizada. Para eventos mais comuns, como 

é o caso da EPSPS, Cry1F, Cry1A e Cry2A, kits para a detecção destas proteínas 

estão disponíveis no mercado e são aceitos mundialmente (MARCELINO-

GUIMARÃES, 2013).    

Para determinar a concentração de Cry1F em folhas de milho, Su et al. (2014) 

utilizaram a técnica de ELISA e encontraram níveis diferentes de expressão em quatro 

estádios da planta. Os estádios foram: V3, V6, pendoamento e floração. Relatou-se 

que quanto mais nova a planta maior foi a concentração de Cry1F nas folhas, sendo 

os estádios vegetativos V3 e V6 os que apresentaram concentrações da proteína 

Cry1F superiores aos estádios reprodutivos de pendoamento e floração. Ao quantificar 

a concentração de Cry1F nas folhas de milho nos estádios V1, V3, V5, V7, V10 e 

reprodutivo, Tian et al. (2012) relataram que o estádio em que a planta apresentou 

maior expressão de proteína Cry1F foi o V3.  

  



9 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

   3.1. Material genético 

 

Foram utilizados 11 híbridos simples de milho pertencentes à empresa Dow 

AgroSciences Industrial Ltda, 10 deles com a tecnologia POWERCORETM (PW), que 

confere resistência a lepidópteros (genes: cry1Fa2, cry1A.105 e cry2Ab2) e tolerância 

aos herbicidas glifosato e glufosinato de amônio (genes: cp4 epsps e pat, 

respectivamente), sendo cinco deles com transgenia em homozigose (HO), cinco 

hemizigotos (HE) e um convencional (CO). Por motivos de confidencialidade, os 

híbridos foram designados de A, B, C, D e E, e, portanto, os genótipos avaliados foram 

AHO, AHE, ACO, BHO, BHE, CHO, CHE, DHO, DHE, EHO e EHE.  

Cada híbrido foi obtido de maneira específica a fim de apresentar uma, duas 

ou nenhuma cópia do “trait” PW. Os híbridos homozigotos transgênicos foram obtidos 

através do cruzamento de duas linhagens elite homozigotas transgênicas enquanto 

os híbridos hemizigotos foram obtidos a partir do cruzamento de uma linhagem elite 

homozigota para a transgenia com uma linhagem elite convencional. Para a obtenção 

dos híbridos convencionais, cruzou-se duas linhagens elite convencionais. Sendo 

assim, a formação de cada híbrido foi feita utilizando as mesmas linhagens, isto é, a 

única diferença entre as linhagens foi a presença ou ausência de alelos transgênicos 

(Fig. 1). 

 

Figura 1. Esquema de obtenção das três versões do híbrido A, com a presença do 
alelo transgênico POWERCORETM (PW)  ou sua ausência (--): homozigoto 
(AHO), hemizigoto (AHE) e convencional (ACO) a partir das mesmas 
linhagens parentais (Linhagem 1 e Linhagem 2). 

 

   3.2. Experimentos de campo  

 

Foram conduzidos dois experimentos de campo, um na primeira safra 

(semeadura: 30/09/2015) e outro na segunda safra (semeadura: 02/02/2016) do ano 
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agrícola de 2015/2016, na Fazenda Experimental da Faculdade de Ciências Agrárias 

e Veterinárias de Jaboticabal (FCAV/UNESP) (coordenadas geográficas: latitude 21º 

14' S e longitude 48º 17' O), a qual possui clima Aw com verão chuvoso e inverno seco 

(RUBEL; KOTTEK, 2010). Os dados meteorológicos foram fornecidos pela estação 

agroclimatológica da FCAV/UNESP, a qual fica há aproximadamente 1 km de 

distância da Fazenda Experimental onde os experimentos foram conduzidos (Tabela 

1). 

 
Tabela 1. Temperatura máxima (Tmax), temperatura mínima (Tmin), temperatura 

média (Tmed), umidade relativa do ar (UR), precipitação (PRE) e número de 
dias com chuva (NDC) do ano agrícola 2015/2016.  

 
Mês Tmax Tmin Tmed UR PRE NDC 
Setembro/15 31,3 18,1 23,8 64,5 120,2 12 
Outubro/15 34,1 19,9 25,8 62,1 149,7   8 
Novembro/15 31,1 20,3 24,8 78,0 255,8 16 
Dezembro/15 31,0 20,9 24,8 78,6 372,3 17 
Janeiro/16 29,9 20,6 24,4 82,0 449,4 18 
Fevereiro/16 31,9 21,1 25,2 78,8 201,0 14 
Março/16 31,4 20,2 24,6 79,3 132,9 17 
Abril/16 31,5 18,0 24,0 65,6     9,1   2 
Maio/16 27,4 15,0 20,1 74,9 118,2   9 
Junho/16 25,7 12,9 18,1 75,3 115,8   8 

 
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com três 

repetições. Cada parcela possuiu quatro linhas de cinco metros, espaçadas em 50 cm 

e com 60 plantas por parcela, o que representa uma população de 60.000 plantas    

ha-1. O manejo dos experimentos foi realizado de acordo com a recomendação para 

a cultura do milho (FORNASIERI FILHO, 2007). Para a confirmação de que as plantas 

apresentaram o evento PW fixado e controle de plantas daninhas foram realizadas 

duas aplicações de herbicidas, sendo a primeira aos 15 dias após a emergência das 

plântulas (DAE), com a aplicação de glifosato (2,5 L ha-1) e a segunda aos 22 DAE, 

com a aplicação de glufosinato de amônio (1,2 L ha-1). As aplicações foram realizadas 

somente nas parcelas que continham plantas transgênicas, isolando a área de 

aplicação para evitar que eventual deriva do produto pudesse atingir plantas das 

parcelas convencionais. As avaliações para identificar a ocorrência de suscetibilidade 

das plantas aos herbicidas foram realizadas sete dias após as aplicações. O controle 

de plantas daninhas nas parcelas convencionais foi realizado com herbicidas seletivos 

à cultura do milho. O ataque de S. frugiperda em campo (ALC) foi avaliado por meio 

da avaliação das injúrias nas folhas utilizando a escala de notas de 0-9, onde a nota 



11 

mais baixa representa a ausência de ataque de lagartas e a nota mais alta é referente 

à total destruição da planta (DAVIS et al., 1992). Para a análise dos dados utilizou-se 

a média de 10 plantas aleatórias das duas linhas centrais de cada parcela, que foram 

avaliadas no estádio vegetativo V6/V7, aproximadamente 35 dias após a semeadura 

de cada experimento. A infestação da lagarta S. frugiperda nos experimentos foi 

natural e não houve aplicação de inseticidas na área experimental. Ao final do ciclo 

da cultura, cada parcela foi colhida integral e separadamente e identificada. 

Posteriormente, a umidade dos grãos de cada parcela foi corrigida para 13% e o peso 

de grãos para toneladas ha-1, obtendo-se a produtividade de grãos (PG, kg ha-1).  

 

   3.3. Bioensaios e teste de ELISA 

 

Os bioensaios foram instalados e conduzidos no laboratório de Ecologia 

Aplicada do Departamento de Fitossanidade na FCAV/UNESP, aproximadamente 30 

dias após a semeadura de cada experimento. Massas de ovos de S. frugiperda foram 

coletadas em cultivos de milho na Fazenda Experimental da FCAV/UNESP cinco dias 

antes da semeadura dos experimentos de campo, para que ocorresse sincronia das 

plantas em estágio V6/V7 e a realização dos bioensaios no laboratório, coincidindo 

também com as avaliações de ALC. Esse período foi adequado para que as lagartas 

pudessem completar uma geração e então utilizar a segunda geração de lagartas no 

primeiro ínstar da população originária do campo.  

As massas de ovos coletadas no campo foram destinadas ao laboratório e 

mantidas à temperatura de 25 ± 3 ºC e fotoperíodo de 12:12h (C:E) durante todas as 

fases dos bioensaios. Com as lagartas de primeiro ínstar eclodidas, as mesmas foram 

alimentadas com a dieta de Oliveira et al. (2006) até a fase de pupa. Realizou-se a 

separação das pupas por sexo e estas foram depositadas em gaiolas de cruzamento 

(10 cm de diâmetro x 22 cm de altura) contendo cinco casais. A alimentação dos 

adultos nas gaiolas foi solução de água e mel na proporção de 9:1, respectivamente. 

Após a eclosão das lagartas da segunda geração da população de campo, os 

bioensaios foram instalados. Para tanto, coletou-se as folhas dos 11 híbridos em cada 

um dos experimentos, destacando a primeira folha fora do cartucho até atingir 

quantidade suficiente para compor os bioensaios, devido à diferença de tamanho das 

folhas. A coleta foi realizada a partir de plantas tomadas ao acaso nas parcelas, e as 

folhas foram mantidas em sacos de papel identificados. Cada folha coletada no campo 
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foi levada até o laboratório e imersa em solução de água com NaClO a 0,5%, depois 

lavada em água corrente e seca com papel toalha para evitar a contaminação das 

lagartas por patógenos presentes nas folhas. As folhas foram cortadas em pedaços 

de 5,0 cm por 3,5 cm.   

Cada parcela foi composta por uma bandeja de plástico de maneira que cada 

célula desta bandeja (5,0 cm x 3,5 cm x 4,0 cm) continha uma lagarta de primeiro 

ínstar e um pedaço de folha de mesma área da célula. O bioensaio da primeira safra 

teve três repetições e 10 lagartas por parcela, somando 330 lagartas, enquanto o 

bioensaio da segunda safra foi realizado com cinco repetições, utilizando 16 lagartas 

por parcela e totalizando 880 lagartas. O delineamento experimental dos bioensaios 

foi o de blocos ao acaso.  Depois de sete dias da instalação de cada bioensaio avaliou-

se a sobrevivência larval de S. frugiperda de 1º ínstar (SL, %) e a porcentagem de 

lagartas com comprimento maior que 1,5 cm em cada parcela, como indicativo de 

desenvolvimento.   

O nível de expressão da proteína Cry1F (PRYF, ng cm-2) foi quantificado a partir 

de amostras foliares de 10 plantas de cada híbrido transgênico, no estádio vegetativo 

V6/V7. Os híbridos foram submetidos à análise quantitativa da proteína transgênica 

Cry1F pelo método de ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) utilizando o 

kit QualiPlate para detecção de Cry1F em milho e algodão (Envirologix, Portland, ME, 

EUA), de acordo com as instruções do fabricante.  

 

   3.4. Análise dos dados 

 

A análise conjunta das safras foi realizada para as variáveis ALC, PG e SL, 

desdobrando-se os graus de liberdade da fonte de variação “híbridos” e “híbridos x 

safras” em três subdivisões: híbridos homozigotos (HO), híbridos hemizigotos (HE) e 

a combinação dos três grupos (homozigoto, hemizigoto e convencional), nomeada de 

“Grupos” (G) no quadro de análise de variância conjunta. Dois contrastes ortogonais 

foram realizados a partir dos três grupos: O primeiro contraste comparou o grupo dos 

híbridos transgênicos (homozigoto e hemizigoto) com a testemunha convencional, 

seguindo o modelo: ଵܻ = ݉ଵ +݉ଶ − 2݉ଷ. O segundo contraste, ଶܻ = ݉ଵ −݉ଶ, 

comparou os transgênicos homozigotos e hemizigotos. Os contrastes ortogonais 

também foram utilizados para o híbrido A, que foi o único genótipo a possuir os 
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isogênicos homozigoto, hemizigoto e convencional. O teste t foi utilizado para 

comparar as médias da primeira e segunda safras dos híbridos homozigotos, 

hemizigotos e convencional, e também para comparação entre as versões 

homozigotas e hemizigotas de cada híbrido. A diferença entre os híbridos foi analisada 

por teste de Tukey. A correlação fenotípica de Pearson foi realizada a partir da média 

de cada variável. Todas as análises foram desenvolvidas no software R (R CORE 

TEAM, 2016).  
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4. RESULTADOS 

 

As quatro variáveis ataque de S. frugiperda em campo (ALC), produtividade de 

grãos (PG), sobrevivência larval de S. frugiperda de 1º instar (SL) e o nível de 

expressão da proteína Cry1F (PRYF) apresentaram normalidade na distribuição dos 

resíduos e homogeneidade das variâncias. Nas duas safras, tanto os híbridos 

transgênicos homozigotos como os hemizigotos não apresentaram susceptibilidade 

aos herbicidas glifosato e glufosinato de amônio, confirmando a presença dos genes 

cp4 epsps e pat, respectivamente, inseridos na tecnologia PW. 

As fontes de variação “safras”, “híbridos” e a interação “híbridos x safras” da 

análise conjunta foram significativas para ALC, PG e SL (Tabela 2). Ao desdobrar os 

graus de liberdade da fonte de variação “híbridos”, o desdobramento “hemizigotos” foi 

significativo para a variável PG, indicando que pelo menos um dos híbridos difere dos 

demais. Para a mesma fonte de variação, o desdobramento “grupos”, que compara 

os homozigotos, hemizigotos e a testemunha convencional, foi significativo para a 

ALC, PG e SL, demonstrando que pelo menos um dos grupos difere dos demais. Em 

relação ao desdobramento dos graus de liberdade da interação “híbridos x safras”, o 

desdobramento do grupo “homozigotos x safras” foi significativo para a variável PG e 

o desdobramento “hemizigotos x safras” foi significativo para a variável SL. 

Considerando a mesma variável, o desdobramento “grupos x safras” foi significativo 

para as variáveis ALC e SL, em que pelo menos um dos grupos apresenta 

comportamento diferente nas safras em relação à essas características. 

Nos contrastes ortogonais da primeira safra (Tabela 3), as diferenças entre os 

ALC foram altamente significativas para os dois contrastes. No contraste entre os 

híbridos transgênicos e a testemunha convencional, os híbridos transgênicos 

apresentaram média de notas de 2,78, enquanto a média do convencional (MCO) foi 

de 6,58, isto é, o ataque sofrido pelos híbridos transgênicos foi menos que a metade 

do que o sofrido pela testemunha convencional. O resultado do contraste entre os 

híbridos homozigotos e hemizigotos demonstrou menor ataque sofrido pelos híbridos 

homozigotos em relação aos híbridos hemizigotos. Nesse caso, a presença de apenas 

um alelo Bt nos indivíduos hemizigotos resultou em um ataque 30% maior que nos 

híbridos homozigotos, que tiveram médias de notas de 3,25 e 2,31, respectivamente. 

A variável PG teve apenas o contraste dos transgênicos com a testemunha 

significativo. Observa-se que os híbridos transgênicos, com média de                    
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7430,16 kg ha-1, foram superiores ao tratamento convencional, com 5663,75 kg/ha-1 

de média. Não houve diferença entre a média dos homozigotos (MHO) e a média dos 

hemizigotos (MHE) no segundo contraste da PG. Para a SL, o contraste entre os 

transgênicos e a testemunha convencional foi altamente significativo, rejeitando a 

hipótese de que os híbridos com alelos Bt têm o mesmo comportamento que o híbrido 

que não apresenta os genes de resistência às lagartas. A média de SL nos híbridos 

transgênicos foi de 15%, enquanto que em MCO foi de 80%. O contraste entre os 

homozigotos e hemizigotos também apresentou alta significância para SL, ou seja, a 

presença de um alelo Bt a mais no genótipo dos híbridos homozigotos foi suficiente 

para aumentar a resistência ao ataque de lagartas. Nota-se que a média da 

porcentagem de S. frugiperda sobreviventes ao se alimentarem dos híbridos 

homozigotos foi de 9,33%, e a porcentagem de sobrevivência nos hemizigotos foi mais 

do que o dobro desse valor.  
 

Tabela 2. Análise conjunta das duas safras de milho com os graus de liberdade (GL) 
e seus   desdobramentos para a fonte de variação híbridos (H) e híbridos x 
safras (H x S); coeficientes de variação (CV, %) das variáveis ataque de S. 
frugiperda em campo (ALC), produtividade de grãos (PG, t ha-1) e 
sobrevivência larval de S. frugiperda de 1º ínstar (SL, %). 

 

Fonte de variação 
Quadrados Médios 

ALC PG SL 
Safras (S)            18,14** 11220695**           0,1408** 
Híbridos (H)              3,0** 2633973**           0,1045** 
   Homozigotos (HO)              0,22 1200288             0,0044 
   Hemizigotos (HE)              0,16 4061381**           0,0024 
   Grupos (G)            16,25** 2646528*            0,5087** 
H x S              1,93** 2226856**           0,0097* 
   HO x S              0,54 2602389*            0,0025 
   HE x S              0,43 1881764             0,0125* 
   G x S              7,72** 2165972             0,0184** 
Resíduo              0,27 746645             0,0043 
CV            19,84 11,25          21,21 
Médias              2,60 7681,9          30,91 

*;**Significativo a 5 e 1% de probabilidade para o teste de F, respectivamente.  
 

Para os contrastes ortogonais da segunda safra (Tabela 3), houve diferença 

significativa somente no contraste dos transgênicos com a testemunha convencional 

para ALC, observando maior resistência ao ataque de lagartas nos híbridos 

transgênicos em relação à testemunha convencional, com médias de notas de 1,98 e 

2,97, respectivamente. A variação das médias de notas de ALC ficou entre 1,87 e 2,97 

para os híbridos hemizigotos e convencional, respectivamente.  Não houve diferença 

significativa nos contrastes para PG. As médias de cada grupo ficaram próximas entre 

si, variando de 7942,65 a 8243,39 kg ha-1 entre MHE e MHO, respectivamente. O 



16 

contraste ortogonal entre os transgênicos e o híbrido convencional para SL foi 

altamente significativo, de modo que os híbridos transgênicos foram superiores ao 

convencional, sendo que o último apresentou sobrevivência de lagartas de 100%, 

assinalando a influência das proteínas Bt no controle de lagartas. O contraste entre 

os homozigotos e hemizigotos para SL também foi significativo e os híbridos 

homozigotos apresentaram aproximadamente três vezes menos lagartas 

sobreviventes que o encontrado no grupo hemizigoto. 

Na combinação das duas safras (Tabela 3), a variável ALC teve somente 

contraste significativo entre os híbridos transgênicos e a testemunha convencional, 

com médias de 2,38 e 4,75, respectivamente.  Os contrastes da variável PG não foram 

significativos. Os dois contrastes para a variável SL foram significativos. O contraste 

entre os híbridos transgênicos e os convencionais apresentaram médias de 

sobrevivência de 24,75 e 92,5%, respectivamente. No contraste entre os homozigotos 

e hemizigotos, a SL em MHO foi menos da metade que em MHE. A adição de um 

alelo Bt confere mortalidade de lagartas 50% maior nos híbridos homozigotos em 

comparação com os híbridos hemizigotos. 

 Para o teste de t, que compara as médias de cada variável entre a primeira e 

segunda safras, a variável ALC apresentou médias de MHE e MCO significativas. A 

variável PG apresentou apenas a MCO significativa, e para SL, as médias de MHO e 

MHE foram significativas. 

 

Tabela 3. Contrastes ortogonais entre os três grupos de híbridos de híbridos de milho 
(homozigotos, hemizigotos e testemunha convencional) da primeira safra 
(1ªS), segunda safra (2ªS) e análise conjunta (C) das variáveis ataque de S. 
frugiperda em campo (ALC), produtividade de grãos (PG, t ha-1) e 
sobrevivência larval de S. frugiperda de 1º ínstar (SL, %). Contraste 
ortogonal Y1: contraste entre os híbridos transgênicos, homozigotos e 
hemizigotos, e a testemunha convencional. Contraste ortogonal Y2: 
contraste entre os híbridos homozigotos e os hemizigotos. Média dos 
híbridos homozigotos (MHO); média dos híbridos hemizigotos (MHE); média 
da testemunha convencional (MCO). 

 
 ALC PG SL 

1ªS 2ªS C 1ª S 2ªS C 1ªS 2ªS C 
Y1  0,00** 0,00** 0,00** 0,03* 0,98 0,09 0,00** 0,00** 0,00** 
Y2  0,00** 0,14 0,13 0,61 0,36 0,38 0,02* 0,00** 0,00** 
MHOa 2,31 2,09 2,20 7551 8243 7897 9,33* 16,45 13,78 
MHEa 3,25** 1,87 2,56 7310 7943 7626 20,67** 44,75 35,72 
MCOa 6,53** 2,97 4,75 5664** 8106 6885 80,00 100,00 92,50 

*;**Significativo a 5 e 1% de probabilidade para o teste de F e t, respectivamente. aSempre que há 
diferença significativa no teste de t entre a primeira e a segunda safras, esta está indicada na média da 
variável da primeira safra. 
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Nos contrastes ortogonais do híbrido A (Tabela 4) para a variável ALC, houve 

diferença entre os híbridos transgênicos e convencional na primeira safra, em que a 

média de notas dos transgênicos foi de 2,72, enquanto a ACO foi de 6,53. Na segunda 

safra, a diferença entre os transgênicos e o convencional também foi significativa, 

mesmo o ataque tendo sido menor do que na primeira safra. Os híbridos AHO e AHE 

não se diferiram em relação ao ALC em ambas as safras. Não houve contraste 

significativo para a variável PG. As médias de PG do híbrido A variaram de         

6885,99 kg ha-1 a 8065,78 kg ha-1 para ACO e AHE, respectivamente. Os híbridos 

transgênicos e convencional apresentaram diferença significativa para SL, sendo a 

média dos transgênicos de 21,95% e a de ACO maior que 90%. No contraste entre o 

híbrido homozigoto e o hemizigoto também houve diferença significativa, sendo que o 

último teve sobrevivência de lagartas 50% maior. 

Tabela 4. Contrastes ortogonais entre os três isogênicos do híbrido A de milho nas 
duas safras, para as variáveis ataque de S. frugiperda em campo (ALC), 
produtividade de grãos (PG, t ha-1) e sobrevivência larval de S. frugiperda de 
1º ínstar (SL, %). Contraste ortogonal Y1: contraste ortogonal entre os 
híbridos transgênicos, homozigoto e hemizigoto (AHO e AHE, 
respectivamente), e a testemunha convencional (ACO). Contraste ortogonal 
Y2: contraste ortogonal entre os híbridos AHO e AHE. 

 
 Safrasa 

 ALCb ALCc PG SL 

Y1 0,00** 0,00** 0,17 0,00** 

Y2  0,22 0,56 0,19 0,048* 
AHO 2,50 1,93 7227 14,37 
AHE 2,93 2,07 8066 29,53 
ACO 6,53 2,97 6885 92,50 

*;**Significativo a 5 e 1% de probabilidade para o teste de F, respectivamente. aPara PG e SL, como não 
houve interação híbrido x safra, os contrastes e as médias foram obtidos para a análise conjunta. Para 
ALC, como a interação híbrido x safra foi significativa, os contrastes e as médias foram obtidos para 
cada safra separadamente; bPrimeira safra; cSegunda safra.  
 

Além de fornecer a sobrevivência de lagartas, nos bioensaios também foi 

possível verificar o nível de desenvolvimento das lagartas sobreviventes. Observou-

se que a sobrevivência de lagartas em ACO apresentou pelo menos 85% das lagartas 

com mais de 1,5 cm de comprimento após os sete dias de avaliação. Por outro lado, 

esse não foi o mesmo resultado encontrado na sobrevivência de lagartas dos híbridos 

AHO e AHE, em que todas as lagartas foram menores que 1,5 cm de comprimento 

(Figura 2). Os demais híbridos transgênicos BHE, BHO, CHE, CHO, DHE, DHO, EHE 

e EHO não produziram nenhuma lagarta maior que 1,5 cm de comprimento após os 

sete dias de avaliação.  
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Figura 2. Imagens do bioensaio para a quantificação da sobrevivência de lagartas no 
híbrido A nas suas três versões (homozigoto, hemizigoto e convencional). A: 
Bandeja com dezesseis lagartas se alimentando de folhas do híbrido ACO. 
Nota-se que cada célula é isolada da outra por uma tampa de plástico 
transparente. B: As lagartas sobreviventes do híbrido ACO foram agrupadas 
em uma só célula da bandeja após contagem, contabilizando 100% de SL e 
quinze lagartas maiores que 1,5 cm de comprimento. C: AHE agrupadas em 
uma célula da bandeja após contagem e apresentando SL igual a 50% e 
todas as lagartas menores que 1,5 cm de comprimento. D: O AHO com 25% 
de SL e todas as lagartas menores que 1,5 cm de comprimento. 

 
Na comparação entre cada híbrido homozigoto A, B, C, D e E, com sua versão 

isogênica hemizigota (Tabela 5), pelo teste de t, não houve diferenças significativas 

para a variável ALC. Em relação à PG, o único híbrido que apresentou diferença 

significativa foi o híbrido E, sendo o EHO superior ao EHE em mais de 25%. Para a 

SL, não houve diferença entre os híbridos na primeira safra. A SL da segunda safra 

apresentou diferenças entre os híbridos homozigotos e hemizigotos B, D e E. A 

diferença entre os híbridos BHO e BHE foram significativas, com médias de 15 e 45%, 

respectivamente. Os híbridos DHO e DHE diferiram para SL, sendo a média de DHO 

menos que a metade da média de DHE. Essa diferença também foi encontrada para 

os híbridos EHO e EHE, de modo que EHO apresentou SL com média sete vezes 
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menor que a média de EHE. A maioria dos híbridos não apresentou diferença entre 

as versões homozigotas e hemizigotas, porém, há uma tendência de os híbridos 

homozigotos apresentarem uma menor ALC e SL. Para PRYF, cada híbrido 

homozigoto apresentou maior concentração da proteína Cry1F em relação a sua 

versão isogênica hemizigota, variando de 23 até 94%. Em média, os híbridos 

homozigotos tiveram PRYF 1,5 vezes maior que os hemizigotos. 

Ao comparar o desempenho de todos os híbridos transgênicos, homozigotos e 

hemizigotos, por teste de Tukey (Tabela 5), o ALC da segunda safra dos híbridos BHO 

e CHO apresentaram maiores notas de ataque do que os híbridos EHE e EHO. A PG 

da primeira safra dos híbridos BHE e BHO foi superior à do EHE. Na SL da segunda 

safra, EHO teve maior mortalidade de lagartas que DHE e EHE. Para a variável PRYF, 

o híbrido AHO expressou maior quantidade de proteína Cry1F do que todos os 

híbridos hemizigotos; EHO foi superior a todos os híbridos hemizigotos, exceto o 

híbrido AH; CHO apresentou maior quantidade de Cry1F do que os híbridos DHE e 

BHE; e BHO expressou mais Cry1F que o BHE.  

 
Tabela 5. Comparação entre os híbridos de milho A, B, C, D e E nas versões 

hemizigotas (AHE,  BHE, CHE, DHE e EHE) e seus isogênicos homozigotos 
(AHO, BHO, CHO, DHO, EHO) para as variáveis ataque de S. frugiperda em 
campo (ALC), produtividade de grãos (PG, t ha-1) e sobrevivência larval de 
S. frugiperda de 1º ínstar (SL, %) em cada safra, e o nível de expressão da 
proteína Cry1F (PRYF, ng cm-2). 

 

Híbridos 
ALC PG SL 

PRYF 
1ªS 2ªS 1ªS 2ªS 1ªS 2ªS 

AHE 2,93 a 2,07 abc 7797,46 ab  8334,10 a 26,67 a   31,25 ab    100,78 bcde 
AHO 2,50 a  1,93 abc 7194,72 ab  7259,35 a 13,33 a   15,00 ab **150,70 a 
BHE 2,93 a  1,83 abc 9023,80 a  7907,77 a 20,00 a   45,00 ab       70,88 e 
BHO 2,17 a 2,53 a 8598,76 a  8128,77 a   3,33 a **15,00 ab **137,65 abcd 
CHE 3,30 a  2,00 abc 7549,46 ab  8189,69 a 23,33 a   36,25 ab     93,39 cde 
CHO 2,33 a  2,50 a 7472,11 ab  8506,09 a 13,33 a   17,50 ab **141,14 abc 
DHE 3,13 a  1,80 abc 6811,72 ab  8004,19 a 13,33 a   57,50 a     89,50 de 
DHO 2,07 a  2,10 abc 8197,36 ab  8195,56 a 10,00 a  *27,25 ab **115,89 abcde 
EHE 3,93 a  1,67 bc 5365,22 b  7277,52 a 20,00 a   53,75 a      93,23 cde 
EHO 2,50 a 1,40 c 6290,99 ab *9127,19 a    6,67 a    **7,50 b **147,35 ab 

*;**Significativo a 5 e 1% de probabilidade para o teste de t, respectivamente, indicado na versão 
homozigota. Médias com letras diferentes são significativas a 5% de probabilidade por teste de Tukey.  
 

PRYF apresentou correlação negativa significativa com ALC da primeira safra 

(-0,673), e com SL da primeira (-0,673) e segunda (-0,894) safras. O ALC da primeira 

safra apresentou correlação positiva significativa com a SL da primeira (0,682) e da 

segunda (0,777) safras (Tabela 6).  
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Tabela 6. Coeficientes de correlação fenotípica de Pearson das médias das variáveis 
ataque de S. frugiperda em campo da primeira (ALC1ªS) e segunda safra de 
milho (ALC2ªS), produtividade de grãos da primeira safra (PG1ªS, kg ha-1) e 
segunda safra (PG2ªS, kg ha-1), sobrevivência larval de S. frugiperda de 1º 
ínstar da primeira (SL1ªS, %) e segunda safra (SL2ªS, %), e nível de 
expressão da proteína Cry1F (PRYF, ng cm-2). 

  
 ALC1ªS ALC2ªS PG1ªS PG2ªS SL1ªS SL2ªS 
PRYF - 0,673*   0,248 - 0,129   0,271  - 0,673*   - 0,894** 

ALC1ªS - - 0,436 - 0,553 - 0,436    0,682*    0,777* 

ALC2ªS - -   0,585   0,004 - 0,165 - 0,290 
PG1ªS - - - 0,13 - 0,051 - 0,188 
PG2ªS - - - - - 0,275 - 0,471 
SL1ªS - - - - -   0,551 

*;**Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.  
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5. DISCUSSÃO 

 

O desempenho semelhante dos híbridos transgênicos homozigotos e 

hemizigotos quanto à susceptibilidade aos herbicidas e efeito negativo no 

desenvolvimento larval de S. frugiperda nos bioensaios é um indicativo de que não 

houve silenciamento gênico dos híbridos homozigotos. James et al. (2002) 

encontraram três prejuízos do transgene em homozigose em genótipos de arroz: 

diminuição da expressão da proteína GUS (marcador de seleção visual em tecidos 

transformados) quando comparada com os genótipos hemizigotos, silenciamento 

gênico e letalidade dos genótipos, isto é, não houve efeito aditivo do alelo adicional 

no locus transgênico. Em contrapartida, em genótipos de arroz de origem diferente, 

James et al. (2002) detectaram que os indivíduos homozigotos para o transgene 

quase dobraram o nível de expressão da proteína transgênica, apresentando caráter 

aditivo pela adição de um alelo. Hood et al. (2012), em estudos na cultura do milho, 

encontraram indivíduos homozigotos que não apresentaram silenciamento gênico e 

que tiveram comportamento superior ao dos indivíduos hemizigotos. A partir da SL, 

conclui-se que os híbridos transgênicos não apresentaram silenciamento gênico dos 

genes Bt em homozigose e em hemizigose, pois, ao alimentar as lagartas com as 

folhas das versões transgênicas do mesmo híbrido, o controle das lagartas foi 

realizado e foi superior ao do híbrido convencional, tanto na quantidade de lagartas 

que sobreviveram quanto o ínstar no nível de desenvolvimento das mesmas.  

A diferenciação entre os grupos homozigoto, hemizigoto e convencional é mais 

fácil de ser percebida ao observar as variáveis ALC e SL, pois a avaliação dessas 

características é dependente da presença dos alelos Bt. A diferença entre os híbridos 

dentro dos grupos dos homozigotos, hemizigotos ou entre os três grupos, caracteriza 

a diferença no controle das lagartas, que depende do número de alelos PW e também 

da capacidade de produção de proteínas Bt que cada híbrido possui. Nota-se que o 

ALC da primeira safra foi muito maior do que o da segunda safra para os três grupos 

(homozigotos, hemizigotos e convencional); percebe-se, então, que esse ataque mais 

severo influenciou na diminuição da PG do híbrido convencional, o qual foi muito mais 

atacado por lagartas de S. frugiperda. Mesmo assim, as notas de ALC mais altas não 

foram suficientes para diferenciar a PG dos híbridos homozigotos e hemizigotos na 

primeira safra.  
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A diferença entre a média de notas de ALC da primeira e segunda safras deveu-

se ao fato de que a avaliação de ALC na primeira safra foi realizada no início do mês 

de novembro, sofrendo influência das condições meteorológicas, principalmente das 

chuvas, na intensidade de ataque de S. frugiperda, o que contribuiu para maiores 

médias de ALC. Isso ocorreu porque no mês de outubro o número de dias com chuva 

(NDC) foi igual a oito e a precipitação (PRE) de 149,7 mm, índices baixos que 

influenciaram o aumento populacional das lagartas. Na segunda safra, a ALC foi 

avaliada no início do mês de março, sofrendo influência das condições meteorológicas 

do mês de fevereiro, quando os valores de NDC e PRE foram de 14 dias e 201 mm, 

respectivamente. Assim, os números mais altos de NDC e PRE resultaram em ALC 

mais baixa para a segunda safra, pois esses fatores influenciaram o desenvolvimento 

e sobrevivência das lagartas, como foi descrito por Varella et al. (2015) que as 

principais razões pela morte das lagartas neonatas de S. frugiperda são a predação, 

o afogamento e o deslocamento causado pelas chuvas. Em condições de campo, 

mesmo com 100% dos ovos viáveis, mais de 95% de lagartas neonatas morrem nos 

primeiros sete dias de vida. Isso significa que os fatores abióticos têm grande 

influência na mortalidade tanto de ovos quanto de lagartas em seus primeiros ínstares, 

principalmente em decorrência das chuvas. Percebe-se então, que a diferença foi 

notada entre os híbridos transgênicos e convencionais em ALC nas duas safras, 

sendo que as condições ambientais permitiram que a infestação natural de S. 

frugiperda na primeira safra fosse suficiente para diferenciar o comportamento dos 

híbridos homozigotos e hemizigotos, indicando superioridade do “trait” em 

homozigose no controle das lagartas. Isso é reafirmado pela correlação negativa entre 

ALC da primeira safra com PRYF e SL das duas safras, tal que, quando há maior 

produção de Cry1F, o controle de S. frugiperda é mais eficiente. James et al. (2002) 

relataram que genótipos transgênicos homozigotos estão associados com maior 

produção de proteína transgênica devido ao efeito aditivo causado pela presença de 

uma cópia a mais do alelo transgênico.  

A variação de PG de cada híbrido pode estar relacionada com a adaptabilidade 

dos genótipos para a região de Jaboticabal, onde as condições agroclimáticas podem 

ter favorecido alguns híbridos, e também com o elevado nível de ataque de lagartas. 

Buntin (2008) e Moraes et al. (2015) avaliaram o efeito da infestação natural de S. 

frugiperda na produtividade de híbridos convencionais e suas versões transgênicas 

com diferentes eventos Bt, e observaram que os híbridos convencionais sofreram 
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maiores injúrias de S. frugiperda que os transgênicos. Contudo, a maioria dos híbridos 

convencionais tiveram PG semelhante à dos híbridos transgênicos, demonstrando 

que o baixo nível de ataque de lagartas não foi suficiente para evidenciar as diferenças 

na PG. Waquil et al. (2002), comparando híbridos de milho Bt e convencional sob 

infestação artificial, mostraram que híbridos Bt tiveram menor número de lagartas nas 

plantas, as quais foram menos danificadas pelo ataque e com PG 32% maior que os 

híbridos convencionais. 

A SL observada no laboratório, por sofrer menor influência do ambiente e 

manter maior controle da alimentação das lagartas, indica que a diferença no número 

de alelos transgênicos afeta a sobrevivência da lagarta-do-cartucho. Essa diferença 

apresenta um comportamento típico de efeito aditivo de alelos, isto é, à medida que 

se adiciona um alelo transgênico há um incremento no controle de lagartas. O efeito 

aditivo do alelo transgênico Bt foi observado nos bioensaios das duas safras, pois à 

medida que a zigosidade de um locus transgênico aumenta pela adição de um alelo 

Bt no locus transgênico, o nível da proteína correspondente a ser expressa na planta 

também irá aumentar, como ocorreu com os níveis de expressão da proteína Cry1F.  

Law et al. (2006), estudando a cultura do milho, notaram incremento de duas a três 

vezes na quantidade de proteína expressa quando o transgene estava em 

homozigose, pela autofecundação de plantas transgênicas, em comparação com 

plantas que foram de fecundação cruzada, isto é, com o transgene em hemizigose. 

Assim como nos contrastes realizados para os grupos, ao contrastar as médias 

do híbrido A nas três versões, o comportamento de efeito aditivo de cada alelo Bt foi 

evidenciado ao observar a SL e PRYF. Esse efeito aditivo contribuiu para o maior 

controle de lagartas, diminuindo em 50% a infestação no híbrido com locus 

transgênico em homozigose. Além disso, não houve diminuição no potencial produtivo 

desse híbrido, concluindo que ao adicionar um alelo Bt no locus de híbridos 

hemizigotos não houve queda na capacidade produtiva, pois a presença de um alelo 

transgênico adicional nos homozigotos não teve custo no desempenho produtivo, fato 

também observado nos hemizigotos, ao mesmo tempo em que não se manifestou 

silenciamento gênico. Guadagnuolo et al. (2006) relataram que na ausência de 

pressão de seleção em que beneficia a transgenia, a mesma torna-se um fator neutro 

na influência da capacidade produtiva da planta. A superioridade do AHO sobre o AHE 

na SL e também dos demais híbridos homozigotos em relação aos seus isogênicos 

hemizigotos, confirma o efeito da maior produção de Cry1F, tornando o controle de S. 
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frugiperda mais eficiente com uma dosagem a mais do alelo Bt. Esse mesmo resultado 

não foi comprovado nos experimentos de campo, pois, como mencionado, a 

infestação de lagartas não foi suficiente para diferenciar o ALC e a PG entre os 

híbridos homozigotos e hemizigotos. Ao comparar genótipos de milho homozigotos e 

hemizigotos para o transgene, Hood et al. (2012) detectaram que a quantidade de 

proteína transgênica expressa nos hemizigotos elevou-se de 1/2 N para 2 N nos 

homozigotos, ou seja, atingiu proporções até quatro vezes maiores com a adição de 

um alelo transgênico no locus. A influência de um alelo em transgenes já foi discutida 

anteriormente, e os resultados indicam que os homozigotos têm nível de expressão 

duas vezes maior do que os hemizigotos (HOBBS et al., 1990; CALIGARI et al., 1993).  

A tecnologia PW, a qual expressa as proteínas Cry1F, Cry1A.105 e Cry2Ab2 

piramidadas, foi eficiente no controle de S. frugiperda nos experimentos de campo e 

nos bioensaios, sendo uma nova estratégia para o manejo de resistência de S. 

frugiperda. Devido à quebra de resistência de S. frugiperda para a proteína Cry1F, 

eventos piramidados se tornaram a alternativa para conter a lagarta-do-cartucho 

(HUANG et al., 2014; FARIAS et al., 2015). Siebert et al. (2012) compararam híbridos 

de milho convencionais e transgênicos, contendo as proteínas Cry1F, Cry1A.105 e 

Cry1Ab2 em conjunto e individualmente, e confirmaram a eficiência no controle de 

lagartas, entre elas S. frugiperda, sob infestação natural. Santos-Amaya et al. (2015) 

concluíram que a população de campo de S. frugiperda, ao ser selecionada por 10 

gerações para resistência à proteína Cry1F, teve a mesma taxa de sobrevivência em 

híbridos de milho convencionais e nos que possuíam somente a proteína Cry1F, 

enquanto que a mortalidade foi de 100% quando se alimentaram de materiais com a 

combinação das proteínas Cry1A.105 e Cry2Ab2. As injúrias nas folhas demostraram 

que os híbridos convencionais foram mais atacados, e portanto, inferiores em relação 

aos transgênicos, que demostraram menor presença de S. frugiperda e menor injúria 

nas folhas (SANTOS-AMAYA et al., 2015).  

Nos campos de produção de sementes de híbridos de milho homozigotos e 

hemizigotos transgênicos, os híbridos transgênicos homozigotos podem reduzir as 

aplicações de inseticidas, pois as linhagens parentais possuem genes de resistência 

a lepidópteros. Por outro lado, na obtenção do híbrido hemizigoto transgênico, o qual 

possui uma linhagem parental convencional, quando é atingido o nível de dano de 

lagartas realiza-se pulverizações com inseticidas. Outro ponto positivo dos híbridos 
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homozigotos é a maior facilidade no manejo de plantas daninhas, pelo fato dos 

parentais serem tolerantes aos herbicidas glifosato e glufosinato de amônio. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que não há limitações para a utilização de híbridos de milho 

homozigotos para o transgene, porque apresentaram maior expressão de Cry1F e 

maior controle de lagartas devido a sua capacidade de aumentar a dose de proteína 

Bt, sendo importante para o manejo de resistência de S. frugiperda. A superioridade 

dos híbridos transgênicos homozigotos no controle de S. frugiperda são específicos 

para os genes Bt da tecnologia PW (cry1F, cry1A.105 e cry2Ab2), sendo relevante o 

estudo da homozigose em outros genes Bt. A fim de complementar o que foi exposto, 

pesquisas podem ser desenvolvidas para quantificar o nível de proteína que é 

expressa no locus transgênico em homozigose e hemizigose em diferentes genes Bt, 

e assim determinar uma relação mais precisa da ação aditiva do alelo transgênico 

para o controle da lagarta-do-cartucho S. frugiperda. 
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