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“‘Enfim, essa faculdade interior do homem, escondida da vista, arranca a
espada das maos da natureza e |he inflige um golpe tremendo. Todos os demais
seres, por maiores que sejam, carecem de tais perfeigdes. O homem tem os poderes
da vontade e da compreensdo, mas a natureza ndo os possui. A natureza é
circunscrita; 0 homem, livre. A natureza falta compreensdo; o homem compreende. A
natureza é inconsciente dos acontecimentos passados, enquanto que o homem os
conhece. Nem pode ela prever o futuro, mas o homem, com seu poder de
discernimento, vé aquilo que esta por vir. A natureza ndo tem consciéncia de si
propria, ao passo que o homem tudo percebe.

Fosse alguém supor ser o homem apenas uma parte do mundo da natureza,
sendo ele dotado dessas perfeicdes que nada mais seriam que manifestagcées do
mundo natural — vindo assim a natureza a ser considerada a origem de tais perfeigdes,
e nao delas privada — a essa pessoa dariamos a seguinte resposta: a parte depende
do todo e nao pode possuir perfeicdes das quais o todo é destituido.”

‘Abdu’l-Baha
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EXPRESSAO DE Cry1F, CONTROLE DE Spodoptera frugiperda
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) E PRODUTIVIDADE DE GRAOS EM HIBRIDOS
DE MILHO HOMOZIGOTOS E HEMIZIGOTOS TRANSGENICOS

RESUMO - Os hibridos de milho transgénicos, em geral, apresentam o locus
transgénico em hemizigose. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do numero de
alelos transgénicos em hibridos de milho em relagéo a expresséo de Cry1F nas folhas,
ataque de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) e a
produtividade de graos, utilizando cinco hibridos isogénicos nas versdes transgénicas
homozigota e hemizigota, além da versdo convencional de um dos hibridos. O nivel
de expressao da proteina Cry1F (PRYF) foi quantificado pela técnica de ELISA. Nos
experimentos de campo, conduzidos na primeira e segunda safras do ano agricola
2015/2016, avaliou-se o ataque de S. frugiperda em campo (ALC), por infestagcéo
natural, e a produtividade de grdos (PG). Dois bioensaios foram realizados em
laboratério para avaliar a sobrevivéncia larval de S. frugiperda de 1° instar (SL)
alimentadas com as folhas dos hibridos. Os hibridos transgénicos, homozigotos e
hemizigotos, ndo apresentaram silenciamento génico. Os hibridos homozigotos
apresentaram maior concentragado de proteina Cry1F. Quando houve elevado ALC,
na primeira safra, os hibridos transgénicos foram superiores a testemunha
convencional na PG, entretanto, ndo houve diferenca entre os hibridos homozigotos
e hemizigotos. Os hibridos transgénicos também foram superiores a testemunha
convencional nos bioensaios, sendo que os homozigotos apresentaram as menores
médias de SL. A presencga de um alelo transgénico a mais nos hibridos homozigotos
propiciou comportamento genético aditivo para a expressao de Cry1F e controle de S.
frugiperda, diminuindo ALC e SL, sem diminuir a capacidade produtiva das plantas.
Diante do exposto, ndo ha limitacbes para a utilizacdo de hibridos de milho
homozigotos para o transgene, pois apresentaram melhor controle de S. frugiperda
em comparacgao com os hibridos hemizigotos.

Palavras-chave: Controle de lagarta-do-cartucho, Expressdo de alelos B,
Transgenia em hemizigose, Transgenia em homozigose, Zea mays



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



1. INTRODUGAO

O Brasil é o terceiro maior produtor de milho do mundo, atras dos Estados
Unidos e da China. Na safra 2015/16, a produgé&o atingiu 66 milhdes de toneladas em
aproximadamente 16 milhées de hectares (CONAB, 2016). O cultivo de milho no Brasil
€ realizado em duas safras, sendo que a segunda é responsavel por 2/3 do total (KIST
et al., 2016). A adogéo de biotecnologia no milho plantado em territorio brasileiro esta
presente em mais de 82% da area na primeira safra e 91% na segunda safra
(CELERES, 2016).

A maioria dos hibridos de milho transgénicos desenvolvidos pelas empresas de
melhoramento sdo hemizigotos para a transgenia, isto €, possuem apenas um alelo
no locus que caracteriza o evento transgénico. Isso ocorre porque na obtengdo do
hibrido transgénico sao cruzadas duas linhagens: uma homozigota para a transgenia
e outra que ndo possui o evento transgénico (linhagem convencional). Em decorréncia
disso, os hibridos obtidos contém um alelo transgénico e um alelo alternativo nulo,
caracterizando a hemizigose (GUADAGNUOLDO et al., 2006).

Para a introgressao 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 geragao de retrocuzamento e sele¢cao dos
genotipos com maior expressao de proteina transgénica, a quantidade de proteinas
codificada pelo “trait” aumenta, mesmo mantendo as linhagens em hemizigose para a
transgenia. Apdés a recuperagcao do parental recorrente com o “trait” desejado é
realizada uma autofecundacéao da linhagem para a obtencao do /ocus transgénico em
homozigose, e, consequentemente, aumentar a quantidade de expressdo das
proteinas transgénicas. Apds isso, cruzam-se duas linhagens com a transgenia em
homozigose para a formacgao de um hibrido, que apresentara acumulagao maxima de
proteinas por ser homozigoto para o transgene (HOWARD; HOOD, 2014). A
expressdo do transgene pode ser mantida ou até aumentada por meio do
melhoramento de plantas (HOOD et al.,, 2003). A autofecundagdo da planta
promovendo loci em homozigose combinada com a melhoria das caracteristicas
agrondmicas contribuem para o aumento da quantidade de proteina expressa (HOOD
et al., 2007).

O incremento do numero de copias do transgene no genoma da planta,
diferentemente do aumento da dose do gene por meio da adigdo de um alelo no locus,
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nao contribui para a elevagao da quantidade de proteina transgénica expressa, ou
seja, em alguns casos multiplas inser¢des do transgene no genoma costumam
resultar em menor expressao génica do que uma unica inser¢gédo (HOBBS et al., 1990;
LAW et al., 2006). O aumento de proteina transgénica que € expressa na planta pode
ser obtido por meio da selecdo 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 concentragao de proteina na planta; em outros, no
entanto, pode ter o mesmo desempenho dos hemizigotos, causar silenciamento
génico transcricional e pos-transcricional, e até ser letal (JAMES et al., 2002; HOOD
et al., 2012).

Alguns eventos transgénicos Bt s&o responsaveis pelo controle de lepiddpteros
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 infestagcdo 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 proteinas Bt
produzida por plantas geneticamente modificadas tem grande influéncia na
mortalidade de S. frugiperda (WAQUIL et al., 2004). Com o advento dos cultivares de
milho geneticamente modificados com a tecnologia Bt, o nivel de ataque de S.
frugiperda nas folhas foi menor e os danos na produtividade diminuiram em até 18%
em comparagao 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
ultima década aumentou o numero de casos de resisténcia de S. frugiperda a
proteinas Bt (STORER et al., 2010; TABASHNIK et al., 2013; JAKKA et al., 2014).
Algumas estratégias que contribuem para a eficacia do manejo de resisténcia de S.
frugiperda sao a piramidagao de proteinas Bt (HUANG et al., 2014; FARIAS et al.,
2015) e a utilizagado da area de refugio (SHELTON et al., 2000).

Diante do exposto, este estudo teve como objetivos avaliar o efeito do numero
de alelos transgénicos em hibridos de milho na expressado de Cry1F, no nivel de

ataque de S. frugiperda e na capacidade produtiva das plantas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cenario mundial e nacional do milho

A producao mundial de milho é de 1,03 bilhdo de toneladas, assumindo o posto
de cereal mais produzido no mundo (FAO, 2017). Os Estados Unidos sdo os maiores
produtores de milho, com produgao estimada em 386 milhdes de toneladas, seguidos
da China, com 216 milhdes, e do Brasil, com expectativa de produzir
aproximadamente 84 milhdes de toneladas na safra 2016/2017. Nos ultimos cinco
anos a produgdo americana de milho cresceu mais de 110 milhées de toneladas,
superando a producgédo total brasileira (CONAB, 2017), que teve aumento de 25
milhdes de toneladas desde 2010, mais de 30% do total produzido pelo pais (FAO,
2017).

ApOs a instabilidade climatica na safra 2015/2016 pela falta de chuvas nas
principais regides produtoras de milho e o atraso no plantio da soja, a produgao de
milho caiu em aproximadamente 17,5 milhdes de toneladas em relacdo ao ano
anterior, reduzindo a produtividade de milho em cerca de 28% (CONAB, 2016). Para
a safra 2016/2017, a tendéncia € de recuperagao da produgao e produtividade de
graos de milho, sendo a ultima em torno de 5249 kg ha'. A segunda safra de milho é
responsavel por mais de 65% da producgao total, isto €, aproximadamente 56 milhdes
de toneladas. A preferéncia do cultivo de milho na segunda safra é devido a 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 praticas culturais sdo ferramentas essenciais
para o aumento da produtividade de milho. Desde a domesticacao da espécie ha
milhares de anos, plantas foram selecionadas de acordo com as necessidades de
cada civilizagdo, adaptando a cultura a varios ambientes. A partir do século XX, o
rendimento de milho cresceu devido a introducado de variedades melhoradas e ao
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advento dos hibridos. Nos ultimos 50 anos, o uso de fertilizantes, o controle de pragas
e plantas daninhas, a mecanizagdo agricola e a maior densidade de semeadura
também contribuiram para aumentar o rendimento de milho (DUVICK, 2005).

Darwin (1878) contribuiu para o entendimento da heterose ou vigor hibrido, em
seu estudo sobre endogamia e polinizagao aberta ao relatar que o cruzamento entre
duas plantas advindas de sucessivas autofecundacdes apresentava desempenho
superior ao dos parentais, o que era inesperado até entdo. A explosdo de
produtividade ocorrida no ultimo século com o advento dos hibridos simples, triplos e
duplos, tomou forma com Shull (1908) em seu trabalho intitulado, em tradugao livre,
“A composi¢cado de um campo de milho”. Neste trabalho, Shull mostrou que plantas de
milho autofecundadas por sucessivas geragdes, ou seja, linhagens endogamicas,
apresentavam queda brusca no seu desempenho produtivo e vigor, sendo estes
recuperados imediatamente na geracdo seguinte apdés o cruzamento dessas
linhagens, obtendo-se o hibrido simples. Na época, a viabilidade para a obtencéo de
hibridos simples era muito baixa, devido ao alto custo e baixa producédo de sementes
pela linhagem parental feminina. Jones (1922) mostrou que o cruzamento entre dois
hibridos simples, ou seja, entre quatro linhagens, produzindo hibridos duplos, apesar
de produzir menos que o hibrido simples foi a alternativa viavel para a adogao dos
hibridos pelos produtores, gragas a consideravel heterose, maior produgdo e menor
variabilidade fenotipica que estes apresentavam frente as variedades de polinizagao
aberta.

Contribuindo para o melhoramento genético de plantas, em meados da década
de 90, pesquisas tornaram viavel a introducéo de proteinas Bt nas plantas, através da
engenharia genética. Mais de 10 genes codificando varias proteinas foram
identificados, contendo toxinas na forma de cristal (Cry), toxicas a espécies de
lepidopteros, dipteros e coledpteros. As proteinas Cry sao ingeridas pelos insetos e
se tornam ativas no intestino médio, sendo uma alternativa para a diminui¢ao do uso
de agrotoxicos (SCHULER, 1998; SCHNEPF et al., 1998).

A transformacgéo genética tem como objetivo conferir novas caracteristicas a
determinado individuo que ndo as possuia, podendo ser de tolerancia a herbicidas,
resisténcia a pragas e patdgenos. Pode ocorrer redugao na capacidade produtiva da
planta ao introduzir genes de resisténcia, devido a alteragdo da fisiologia e rotas
metabdlicas. Por outro lado, o custo energético com a replicagdo do DNA para a

sintese de novas enzimas é desprezivel nas plantas, diferentemente do que ocorre



5
nas bactérias (PURRINGTON; BERGELSON, 1997). Embora o milho seja uma cultura
de grande importéncia econémica, poucos estudos foram feitos comparando o efeito
do transgene na produtividade de hibridos transgénicos. Guadagnuolo et al. (2006)
mostrou que a transgenia nao interfere na capacidade produtiva da planta.

A introdugcdo de novas caracteristicas em plantas de milho através da
transformacao genética vai além da tolerancia a herbicidas e resisténcia a insetos. O
milho encaixa-se em uma categoria em que nao é mais visto apenas como alimento,
a medida que seu potencial produtivo esta sendo direcionado para a obtencao de
moléculas de alto custo para a producao de farmacos, enzimas industriais, nutrientes
e combustiveis. Por ser a cultura mais disseminada no mundo, encontra-se na
dianteira da nova revolugao verde, na qual as plantas ndo sao mais utilizadas apenas

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

2.3.Transgenia em homozigose e hemizigose

Em relagdo ao emprego de transgénicos na cultura do milho, a partir de 2005
foi aprovada a importagcdo e comercializagdo de milho geneticamente modificado no
Brasil para alimentagao animal, com genes de tolerancia a herbicidas e resistente a
insetos (CTNBIO, 2005). A partir de 2008, o interesse do produtor rural no milho
transgénico comecou a crescer devido a maior facilidade em cultiva-lo em relagéo ao
milho convencional. Como consequéncia, a taxa de adogao de milho transgénico no
Brasil cresceu mais de 10 vezes desde 2008 (CELERES, 2014), representando hoje
mais de 85% dos cultivares de milho plantados, dos quais 82% na safra de verao e
91% na segunda safra (CELERES, 2016).

Os hibridos de milho transgénicos desenvolvidos pelas empresas de
melhoramento, dentre elas a Dow Agrosciences Industrial Ltda., sdo hemizigotos para
o transgene, isto é, possuem apenas um alelo contendo o evento transgénico. Isso
ocorre, pois na obtencéo do hibrido transgénico s&o cruzadas duas linhagens, sendo
uma delas homozigota para o transgene e a outra sem transgenia, denominada de
linhagem convencional (GUADAGNUOLO et al., 2006). A obtengao do hibrido com a
transgenia em homozigose € realizada através do cruzamento de duas linhagens
transgénicas, formando hibridos que terdo acumulagdo maxima de proteinas
transgénicas por possuirem dois alelos no locus transgénico (HOWARD; HOQOD,
2014).
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Quando o “trait” estd em hemizigose, apresenta dosagem genética de "z N,
enquanto individuos com o locus em homozigose podem chegar a dosagem de 2 N,
ou seja, € possivel atingir uma superexpressao do transgene até quatro vezes maior
em relagdo ao hemizigoto, quando o evento esta em homozigose (HOOD et al., 2012).
Caligari et al. (1993) compararam duas linhagens de tabaco, Xanthi e Samsun; a
linhagem Xanthi, que teve menor expressao do transgene GUS (marcador de selegao
visual em tecidos transformados), apresentou os mesmos resultados de expressao
para os genétipos com transgenia em homozigose e hemizigose. Em contrapartida, a
linhagem Samsun, que teve expressdao de GUS muito maior, apresentou gendtipos
com o dobro de proteina transgénica expressa nos homozigotos quando comparada
com os hemizigotos. Sendo assim, a concentragdo de proteina transgénica néo
depende apenas da quantidade de alelos transgénicos no locus, mas também do
gendtipo de cada individuo. Nota-se que a quantidade de proteina expressa e a
concentragdo de mRNAs podem aumentar ao adicionar mais um alelo transgénico 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
pais, a disponibilidade de alimento para S. frugiperda aumentou, o que contribuiu para
seu aumento populacional, tornando-a praga nao s6 das folhas, mas também das
espigas, além de apresentar comportamento semelhante ao da lagarta-rosca (Agrotis
ipsilon) de cortar plantulas rente ao solo. Periodos de seca favorecem este tipo de
comportamento das lagartas. Quando o ataque é muito severo, nota-se uma
quantidade elevada de excreg¢des sobre as folhas, ocasionando total destruicdo do
cartucho do milho. O dano na produgao de milho € em torno de 20% e o maior ataque
€ registrado préximo do inicio do estadio reprodutivo (GALLO et al., 2002).

O nivel de ataque de lagartas de S. frugiperda nas folhas de milho é aferido
pela escala de notas de Davis et al. (1992). Esta escala variade 0 a 9, onde anota 0
representa a planta ndo atacada; 1: pontuagdes de raspagens nas folhas; 2:
pontuacdes de raspagens e menos de trés raspagens circulares até 1,5 cm; 3: uma a

cinco raspagens menores que 1,5 cm e de uma a trés 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 trés 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 varias folhas; 9: planta com o cartucho destruido.

Desde a liberagdo comercial de tecnologias transgénicas pela Comissao
Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBIO) no Brasil em 2008, varios genes Bt
foram introduzidos no milho com o objetivo de controlar a principal praga da cultura, a
lagarta-do-cartucho S. frugiperda. Entre as proteinas codificadas por genes Bt estao
Cry1Ab, Cry1F, Vip3Aa20, Cry2Ab2 e Cry1A.105, e as empresas responsaveis pela
introdugéo destas proteinas nas plantas sdo 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 a herbicidas da Dow AgroSciences Industrial Ltda., denominado
PowerCore™, para liberagdo no meio ambiente, comercializagéo e consumo animal e
humano. O milho PowerCore™ ¢é composto de trés eventos: MON89034, TC1507 e
NK603, com os respectivos organismos doadores Bacillus thuringiensis, Streptomyces
viridochromogenes e Agrobacterium tumefaciens. A tecnologia codifica trés proteinas
para resisténcia a insetos lepidopteros (Cry1A.105, Cry2Ab2 e Cry1F) e duas
proteinas para tolerancia aos herbicidas glufosinato de amdnio e glifosato (PAT e
CP4-EPSPS, respectivamente) (CTNBIO, 2010).

Siebert et al. (2012) avaliaram a eficiéncia de controle de S. frugiperda em
campo por infestagdo natural utilizando hibridos de milho convencionais e
transgénicos, com eventos piramidados e individuais. As injurias nas folhas foram
avaliadas pela escala de notas de 0-9 (DAVIS et al., 1992), demonstrando que os
hibridos convencionais tiveram a maior nota de ataque (4,4), sendo mais atacados em
relacdo aos transgénicos, que demostraram menor presenga de lagartas e menor
injuria nas folhas. Os hibridos com multiplas proteinas Bt, isto é, piramidados, ndo se
diferenciaram daqueles que possuiam somente uma proteina, apesar de terem
apresentado menores numeros de lagartas presentes nas plantas e quantidades de
injuria nas folhas. Em trabalho similar, Rule et al. (2014) infestaram artificialmente as
plantas com S. frugiperda e concluiram que os hibridos com eventos Bt, piramidados
ou individuais, sofreram menos ataque de lagartas nas folhas do que os nao Bt. O uso

de eventos piramidados retarda a evolugao da resisténcia as proteinas 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 resisténcia cruzada e de adogdo de manejo de
resisténcia 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 resisténcia da planta a lepidépteros sera mais longeva do que
eventos dissociados. Em bioensaios com S. frugiperda, Hardke et al. (2011)
alimentaram lagartas com folhas de hibridos convencionais e Bt, observando no
segundo caso menor sobrevivéncia de lagartas e menor injuria nas folhas, concluindo

que proteinas piramidadas apresentam melhor controle de S. frugiperda.

2.6.Teste de ELISA

ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) € um teste imunoenzimatico
que parte do principio de interacdo entre antigeno e anticorpo. Na presenga do
anticorpo, a proteina especifica, chamada de antigeno, reage. Apds a reagao, outro
anticorpo é colocado para que em contato com o substrato altere a coloragao do meio,
e assim, detecte a presenca da proteina. A técnica também pode ser utilizada para a
quantificacéo de proteinas, por meio da formacao de uma curva padrao formada por
quantidades conhecidas da proteina de interesse (MARCELINO-GUIMARAES, 2013).

A fim de detectar e quantificar as proteinas transgénicas expressas nas plantas,
a técnica de ELISA é uma opcéao bastante utilizada. Para eventos mais comuns, como
€ o caso da EPSPS, Cry1F, Cry1A e Cry2A, kits para a detecgédo destas proteinas
estdo disponiveis no mercado e s&o aceitos mundialmente (MARCELINO-
GUIMARAES, 2013).

Para determinar a concentragdo de Cry1F em folhas de milho, Su et al. (2014)
utilizaram a técnica de ELISA e encontraram niveis diferentes de expressdo em quatro
estadios da planta. Os estadios foram: V3, V6, pendoamento e floracdo. Relatou-se
gue quanto mais nova a planta maior foi a concentragéo de Cry1F nas folhas, sendo
os estadios vegetativos V3 e V6 os que apresentaram concentracbes da proteina
Cry1F superiores aos estadios reprodutivos de pendoamento e floragao. Ao quantificar
a concentracdo de Cry1F nas folhas de milho nos estadios V1, V3, V5, V7, V10 e
reprodutivo, Tian et al. (2012) relataram que o estadio em que a planta apresentou

maior expressao de proteina Cry1F foi o V3.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material genético

Foram utilizados 11 hibridos simples de milho pertencentes a empresa Dow
AgroSciences Industrial Ltda, 10 deles com a tecnologia POWERCORE™ (PW), que
confere resisténcia a lepidopteros (genes: cry1Fa2, cry1A.105 e cry2Ab2) e tolerancia
aos herbicidas glifosato e glufosinato de aménio (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
hibridos foram designados de A, B, C, D e E, e, portanto, os gendétipos avaliados foram
AHO, AHE, ACO, BHO, BHE, CHO, CHE, DHO, DHE, EHO e EHE.

Cada hibrido foi obtido de maneira especifica a fim de apresentar uma, duas
ou nenhuma copia do “trait” PW. Os hibridos homozigotos transgénicos foram obtidos
através do cruzamento de duas linhagens elite homozigotas transgénicas enquanto
os hibridos hemizigotos foram obtidos a partir do cruzamento de uma linhagem elite
homozigota para a transgenia com uma linhagem elite convencional. Para a obtengao
dos hibridos convencionais, cruzou-se duas linhagens elite convencionais. Sendo
assim, a formacgao de cada hibrido foi feita utilizando as mesmas linhagens, isto €, a

unica diferencga entre as linhagens foi a presenga ou auséncia de alelos transgénicos
(Fig. 1).

Linhagem | x Linhagem 2 Linhagem | x Linhagem 2 Linhagem | x Linhagem 2
(l’\\'l’\\')l (PWPW) (I’\\'I’\\')l --) (--) l (=)
AHO (PWPW) AHE (PW--) ACO (-==-)

Figura 1. Esquema de obtenc&o das trés versdes do hibrido A, com a presenga do
alelo transgénico POWERCORE™ (PW) ou sua auséncia (--): 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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agricola de 2015/2016, na Fazenda Experimental da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias de Jaboticabal (FCAV/UNESP) (coordenadas geograficas: latitude 21°
14' S e longitude 48° 17' O), a qual possui clima Aw com verao chuvoso e inverno seco
(RUBEL; KOTTEK, 2010). Os dados meteorolégicos foram fornecidos pela estagéo
agroclimatolégica da FCAV/UNESP, a qual fica ha aproximadamente 1 km de

distancia da Fazenda Experimental onde os experimentos foram conduzidos (Tabela

1).

Tabela 1. Temperatura maxima (Tmax), temperatura minima (Tmin), temperatura
meédia (Tmed), umidade relativa do ar (UR), precipitagao (PRE) e numero de
dias com chuva (NDC) do ano agricola 2015/2016.

Més Tmax Tmin Tmed UR PRE NDC
Setembro/15 31,3 18,1 23,8 64,5 120,2 12
Outubro/15 341 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 20,6 244 82,0 4494 18
Fevereiro/16 31,9 21,1 25,2 78,8 201,0 14
Margo/16 314 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 trés
repeticoes. Cada parcela possuiu quatro linhas de cinco metros, espacadas em 50 cm
e com 60 plantas por parcela, o que representa uma populacdo de 60.000 plantas
ha'. O manejo dos experimentos foi realizado de acordo com a recomendacgao para
a cultura do milho (FORNASIERI FILHO, 2007). Para a confirmagao de que as plantas
apresentaram o evento PW fixado e controle de plantas daninhas foram realizadas
duas aplicagdes de herbicidas, sendo a primeira aos 15 dias apds a emergéncia das
plantulas (DAE), com a aplicagédo de glifosato (2,5 L ha') e a segunda aos 22 DAE,
com a aplicagéo de glufosinato de aménio (1,2 L ha™). As aplicagdes foram realizadas
somente nas parcelas que continham plantas transgénicas, isolando a area de
aplicacdo para evitar que eventual deriva do produto pudesse atingir plantas das
parcelas convencionais. As avaliacdes para identificar a ocorréncia de suscetibilidade
das plantas aos herbicidas foram realizadas sete dias apds as aplicagdes. O controle
de plantas daninhas nas parcelas convencionais foi realizado com herbicidas seletivos
a cultura do milho. O ataque de S. frugiperda em campo (ALC) foi avaliado por meio

da avaliagdo das injurias nas folhas utilizando a escala de notas de 0-9, onde a nota
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mais baixa representa a auséncia de ataque de lagartas e a nota mais alta é referente
a total destruicdo da planta (DAVIS et al., 1992). Para a analise dos dados utilizou-se
a média de 10 plantas aleatdrias das duas linhas centrais de cada parcela, que foram
avaliadas no estadio vegetativo V6/V7, aproximadamente 35 dias apos a semeadura
de cada experimento. A infestagcdo da lagarta S. frugiperda nos experimentos foi
natural e ndo houve aplicacao de inseticidas na area experimental. Ao final do ciclo
da cultura, cada parcela foi colhida integral e separadamente e identificada.
Posteriormente, a umidade dos graos de cada parcela foi corrigida para 13% e o peso

de graos para toneladas ha™!, obtendo-se a produtividade de gréaos (PG, kg ha™).

3.3. Bioensaios e teste de ELISA

Os bioensaios foram instalados e conduzidos no laboratério de Ecologia
Aplicada do Departamento de Fitossanidade na FCAV/UNESP, aproximadamente 30
dias ap6s 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 estagio V6/V7 e a realizagdo dos bioensaios no laboratoério, coincidindo
também com as avaliagbes de ALC. Esse periodo foi adequado para que as lagartas
pudessem completar uma geragao e entao utilizar a segunda geragao de lagartas no
primeiro instar da populagao originaria do campo.

As massas de ovos coletadas no campo foram destinadas ao laboratorio e
mantidas a temperatura de 25 % 3 °C e fotoperiodo de 12:12h (C:E) durante todas as
fases dos bioensaios. Com as lagartas de primeiro instar eclodidas, as mesmas foram
alimentadas com a dieta de Oliveira et al. (2006) até a fase de pupa. Realizou-se a
separagao das pupas por sexo e estas foram depositadas em gaiolas de cruzamento
(10 cm de diédmetro x 22 cm de altura) contendo cinco casais. A alimentagcdo dos
adultos nas gaiolas foi solugao de agua e mel na proporgao de 9:1, respectivamente.
Apds a eclosdo das lagartas da segunda geragdo da populacdo de campo, 0s
bioensaios foram instalados. Para tanto, coletou-se as folhas dos 11 hibridos em cada
um dos experimentos, destacando a primeira folha fora do cartucho até atingir
quantidade suficiente para compor os bioensaios, devido a diferenca 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 laboratério e imersa em solugao de agua com NaCIlO a 0,5%, depois
lavada em agua corrente e seca com papel toalha para evitar a contaminagao das
lagartas por patogenos presentes nas folhas. As folhas foram cortadas em pedagos
de 5,0 cm por 3,5 cm.

Cada parcela foi composta por uma bandeja de plastico de maneira que cada
célula desta bandeja (5,0 cm x 3,5 cm x 4,0 cm) continha uma lagarta de primeiro
instar e um pedaco de folha de mesma area da célula. O bioensaio da primeira safra
teve trés repeticbes e 10 lagartas por parcela, somando 330 lagartas, enquanto o
bioensaio da segunda safra foi realizado com cinco repeti¢des, 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 instalacdo de cada bioensaio avaliou-
se a sobrevivéncia larval de S. frugiperda de 1° instar (SL, %) e a porcentagem de
lagartas com comprimento maior que 1,5 cm em cada parcela, como indicativo de
desenvolvimento.

O nivel de expressao da proteina Cry1F (PRYF, ng cm) foi quantificado a partir
de amostras foliares de 10 plantas de cada hibrido transgénico, no estadio vegetativo
V6/V7. Os hibridos foram submetidos a analise quantitativa da proteina transgénica
Cry1F pelo método de ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) utilizando o
kit QualiPlate para detecgcao de Cry1F em milho e algodao (Envirologix, Portland, ME,

EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.4. Analise dos dados

A analise conjunta das safras foi realizada para as variaveis ALC, PG e SL,
desdobrando-se os graus de liberdade da fonte de variacdo “hibridos” e “hibridos x
safras” em trés subdivisdes: hibridos homozigotos (HO), hibridos hemizigotos (HE) e
a combinagao dos trés grupos (homozigoto, hemizigoto e convencional), nomeada de
“Grupos” (G) no quadro de anadlise de variancia conjunta. Dois contrastes ortogonais
foram realizados a partir dos trés grupos: O primeiro contraste comparou o grupo dos
hibridos transgénicos (homozigoto e hemizigoto) com a testemunha convencional,

seguindo o modelo: Y; =m; +m, —2m3;. O segundo contraste, Y, =m; —m,,

comparou os transgénicos homozigotos e hemizigotos. Os contrastes ortogonais

também foram utilizados para o hibrido A, que foi o unico gendtipo a possuir os
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isogénicos homozigoto, hemizigoto e convencional. O teste t foi utilizado para
comparar as médias da primeira e segunda safras dos hibridos homozigotos,
hemizigotos e convencional, e também para comparagdo entre as versdes
homozigotas e hemizigotas de cada hibrido. A diferenga entre os hibridos foi analisada
por teste de Tukey. A correlagao fenotipica de Pearson foi realizada a partir da média
de cada variavel. Todas as analises foram desenvolvidas no software R (R CORE
TEAM, 2016).
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4. RESULTADOS

As quatro variaveis ataque de S. frugiperda em campo (ALC), produtividade de
graos (PG), sobrevivéncia larval de S. frugiperda de 1° instar (SL) e o nivel de
expressao da proteina Cry1F (PRYF) apresentaram normalidade na distribuicdo dos
residuos e homogeneidade das variancias. Nas duas safras, tanto os hibridos
transgénicos homozigotos como os hemizigotos ndo apresentaram susceptibilidade
aos herbicidas glifosato e glufosinato de amonio, confirmando a presencga dos genes
cp4 epsps e pat, respectivamente, inseridos na tecnologia PW.

As fontes de variacao “safras”, “hibridos” e a interagao “hibridos x safras” da
analise conjunta foram significativas para ALC, PG e SL (Tabela 2). Ao desdobrar os
graus de liberdade da fonte de variagao “hibridos”, o desdobramento “hemizigotos” foi
significativo para a variavel PG, indicando que pelo menos um dos hibridos difere dos
demais. Para a mesma fonte de variagdo, 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
relacdo ao desdobramento dos graus de liberdade da interagédo “hibridos x safras”, o
desdobramento do grupo “homozigotos x safras” foi significativo para a variavel PG e
o0 desdobramento “hemizigotos x safras” foi significativo para a variavel SL.
Considerando a mesma variavel, o desdobramento “grupos x safras” foi significativo
para as variaveis ALC e SL, em que pelo menos um dos grupos apresenta
comportamento diferente nas safras em relagao a essas caracteristicas.

Nos contrastes ortogonais da primeira safra (Tabela 3), as diferengas entre os
ALC foram altamente significativas para os dois contrastes. No contraste entre os
hibridos transgénicos e a testemunha convencional, os hibridos transgénicos
apresentaram média de notas de 2,78, enquanto a média do convencional (MCO) foi
de 6,58, isto &, o ataque sofrido pelos hibridos transgénicos foi menos que a metade
do que o sofrido pela testemunha convencional. O resultado do contraste entre os
hibridos homozigotos e hemizigotos demonstrou menor ataque sofrido pelos hibridos
homozigotos em relagdo aos hibridos hemizigotos. Nesse caso, a presenca de apenas
um alelo Bt nos individuos hemizigotos resultou em um ataque 30% maior que nos
hibridos homozigotos, que tiveram médias de notas de 3,25 e 2,31, respectivamente.
A variavel PG teve apenas o contraste dos transgénicos com a testemunha

significativo. Observa-se que os hibridos transgénicos, com média de
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7430,16 kg ha™', foram superiores ao tratamento convencional, com 5663,75 kg/ha™
de média. Nao houve diferenca entre a média dos homozigotos (MHO) e a média dos
hemizigotos (MHE) no segundo contraste da PG. Para a SL, o contraste entre os
transgénicos e a testemunha convencional foi altamente significativo, rejeitando a
hipotese de que os hibridos com alelos Bt tém o mesmo comportamento que o hibrido
que nao apresenta os genes de resisténcia as lagartas. A média de SL nos hibridos
transgénicos foi de 15%, enquanto que em MCO foi de 80%. O contraste entre os
homozigotos e hemizigotos também apresentou alta significancia para SL, ou seja, a
presenga de um alelo Bt a mais no genotipo dos hibridos homozigotos foi suficiente
para aumentar a resisténcia ao ataque de lagartas. Nota-se que a média da
porcentagem de S. frugiperda sobreviventes ao se alimentarem dos hibridos
homozigotos foi de 9,33%, e a porcentagem de sobrevivéncia nos hemizigotos foi mais

do que o dobro desse valor.

Tabela 2. Analise conjunta das duas safras de milho com os graus de liberdade (GL)
e seus desdobramentos para a fonte de variagao hibridos (H) e hibridos x
safras (H x S); coeficientes de variagao (CV, %) das variaveis ataque de S.
frugiperda em campo (ALC), produtividade de grdos (PG, t ha') e
sobrevivéncia larval de S. frugiperda de 1° instar (SL, %).

Quadrados Médios

Fonte de variagao

ALC PG SL
Safras (S) 18,14™ 11220695~ 0,1408™
Hibridos (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"
HxS 1,93 2226856 0,0097"
HO x S 0,54 2602389 0,0025
HE x S 0,43 1881764 0,0125
GxS 7,727 2165972 0,0184™
Residuo 0,27 746645 0,0043
Ccv 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 diferenca
significativa somente no contraste dos transgénicos com a testemunha convencional
para ALC, observando maior resisténcia ao ataque de lagartas nos hibridos
transgénicos em relagao a testemunha convencional, com médias de notas de 1,98 e
2,97, respectivamente. A variagdo das médias de notas de ALC ficou entre 1,87 e 2,97
para os hibridos hemizigotos e convencional, respectivamente. N&o houve diferenga
significativa nos contrastes para PG. As médias de cada grupo ficaram préximas entre
si, variando de 7942,65 a 8243,39 kg ha' entre MHE e MHO, respectivamente. O
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contraste ortogonal entre os transgénicos e o hibrido convencional para SL foi
altamente significativo, de modo que os hibridos transgénicos foram superiores ao
convencional, sendo que o ultimo apresentou sobrevivéncia de lagartas de 100%,
assinalando a influéncia das proteinas Bt no controle de lagartas. O contraste entre
os homozigotos e hemizigotos para SL também foi significativo e os hibridos
homozigotos apresentaram aproximadamente trés vezes menos lagartas
sobreviventes que o encontrado no grupo hemizigoto.

Na combinagdo das duas safras (Tabela 3), a variavel ALC teve somente
contraste significativo entre os hibridos transgénicos e a testemunha convencional,
com médias de 2,38 e 4,75, respectivamente. Os contrastes da variavel PG nao foram
significativos. Os dois contrastes para a variavel SL foram significativos. O contraste
entre os hibridos transgénicos e 0s convencionais apresentaram médias de
sobrevivéncia 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 adi¢cdo de um
alelo Bt confere mortalidade de lagartas 50% maior nos hibridos homozigotos em
comparagao com os hibridos hemizigotos.

Para o teste de t, que compara as médias de cada variavel entre a primeira e
segunda safras, a variavel ALC apresentou médias de MHE e MCO significativas. A
variavel PG apresentou apenas a MCO significativa, e para SL, as médias de MHO e

MHE foram significativas.

Tabela 3. Contrastes ortogonais entre os trés grupos de hibridos de hibridos de milho
(homozigotos, hemizigotos e testemunha convencional) da primeira safra
(12S), segunda safra (22S) e analise conjunta (C) das variaveis ataque de S.
frugiperda em campo (ALC), produtividade de grdos (PG, t ha') e
sobrevivéncia larval de S. frugiperda de 1° instar (SL, %). Contraste
ortogonal Y1: contraste entre os hibridos transgénicos, homozigotos e
hemizigotos, e a testemunha convencional. Contraste ortogonal Y2:
contraste entre os hibridos homozigotos e os hemizigotos. Média dos
hibridos homozigotos (MHO); média dos hibridos hemizigotos (MHE); média
da testemunha convencional (MCO).

ALC PG SL
128 2°S C 128 2°8 C 128 2°8 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”

MHO= 2,31 2,09 2,20 7551 8243 7897 9,33 16,45 13,78

MHE? 3,25" 1,87 2,56 7310 7943 7626 20,677 44,75 35,72

MCO? 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. 28Sempre que ha
diferenca significativa no teste de t entre a primeira e a segunda safras, esta esta indicada na média da
variavel da primeira safra.
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Nos contrastes ortogonais do hibrido A (Tabela 4) para a variavel ALC, houve
diferenga entre os hibridos transgénicos e convencional na primeira safra, em que a
média de notas dos transgénicos foi de 2,72, enquanto a ACO foi de 6,53. Na segunda
safra, a diferenga entre os transgénicos e o convencional também foi significativa,
mesmo o ataque tendo sido menor do que na primeira safra. Os hibridos AHO e AHE
nao se diferiram em relacdo ao ALC em ambas as safras. Ndo houve contraste
significativo para a variavel PG. As médias de PG do hibrido A variaram de
6885,99 kg ha' a 8065,78 kg ha' para ACO e AHE, respectivamente. Os hibridos
transgénicos e convencional apresentaram diferenga significativa para SL, sendo a
média dos transgénicos de 21,95% e a de ACO maior que 90%. No contraste entre o
hibrido homozigoto e o hemizigoto também houve diferenga significativa, sendo que o
ultimo teve sobrevivéncia de lagartas 50% maior.

Tabela 4. Contrastes ortogonais entre os trés isogénicos do hibrido A de milho nas
duas safras, para as variaveis ataque de S. frugiperda em campo (ALC),
produtividade de graos (PG, t ha™') e sobrevivéncia larval de S. frugiperda de
1° instar (SL, %). Contraste ortogonal Y1: contraste ortogonal entre os
hibridos transgénicos, homozigoto e hemizigoto (AHO e AHE,
respectivamente), e a testemunha convencional (ACO). Contraste ortogonal
Y2: contraste ortogonal entre os hibridos AHO e AHE.

Safras?
ALCP ALCec 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. 2Para PG e SL, como ndo
houve interagéo hibrido x safra, os contrastes e as médias foram obtidos para a anadlise conjunta. Para
ALC, como a interagéo hibrido x safra foi significativa, os contrastes e as médias foram obtidos para
cada safra separadamente; PPrimeira safra; °Segunda safra.

Além de fornecer a sobrevivéncia de lagartas, nos bioensaios também foi
possivel verificar o nivel de desenvolvimento das lagartas sobreviventes. Observou-
se que a sobrevivéncia de lagartas em ACO apresentou pelo menos 85% das lagartas
com mais de 1,5 cm de comprimento apds os sete dias de avaliagao. Por outro lado,
esse nao foi o mesmo resultado encontrado na sobrevivéncia de lagartas dos hibridos
AHO e AHE, em que todas as lagartas foram menores que 1,5 cm de comprimento
(Figura 2). Os demais hibridos transgénicos BHE, BHO, CHE, CHO, DHE, DHO, EHE
e EHO néo produziram nenhuma lagarta maior que 1,5 cm de comprimento apos os

sete dias de avaliacao.
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Figura 2. Imagens do bioensaio para a quantificacdo da sobrevivéncia de lagartas no
hibrido A nas suas trés versdes (homozigoto, hemizigoto e convencional). A:
Bandeja com dezesseis lagartas se alimentando de folhas do hibrido ACO.
Nota-se que cada célula é isolada da outra por uma tampa de plastico
transparente. B: As lagartas sobreviventes do hibrido ACO foram agrupadas
em uma so célula da bandeja apds contagem, contabilizando 100% de SL e
quinze lagartas maiores que 1,5 cm de comprimento. C: AHE agrupadas em
uma célula da bandeja apdés 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 comparagéao entre cada hibrido homozigoto A, B, C, D e E, com sua versao
isogénica hemizigota (Tabela 5), pelo teste de t, ndo houve diferengas significativas
para a variavel ALC. Em relacdo a PG, o unico hibrido que apresentou diferenca
significativa foi o hibrido E, sendo o EHO superior ao EHE em mais de 25%. Para a
SL, ndo houve diferenga entre os hibridos na primeira safra. A SL da segunda safra
apresentou diferengas entre os hibridos homozigotos e hemizigotos B, D e E. A
diferenga entre os hibridos BHO e BHE foram significativas, com médias de 15 e 45%,
respectivamente. Os hibridos DHO e DHE diferiram para SL, sendo a média de DHO
menos que a metade da média de DHE. Essa diferenga também foi encontrada para

os hibridos 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 hibridos ndo apresentou diferenca entre
as versdes homozigotas e hemizigotas, porém, ha uma tendéncia de os hibridos
homozigotos apresentarem uma menor ALC e SL. Para PRYF, cada hibrido
homozigoto apresentou maior concentragdo da proteina Cry1F em relagdo a sua
versdo isogénica hemizigota, variando de 23 até 94%. Em média, os hibridos
homozigotos tiveram PRYF 1,5 vezes maior que os hemizigotos.

Ao comparar o desempenho de todos os hibridos transgénicos, homozigotos e
hemizigotos, por teste de Tukey (Tabela 5), o ALC da segunda safra dos hibridos BHO
e CHO apresentaram maiores notas de ataque do que os hibridos EHE e EHO. A PG
da primeira safra dos hibridos BHE e BHO foi superior a do EHE. Na SL da segunda
safra, EHO teve maior mortalidade de lagartas que DHE e EHE. Para a variavel PRYF,
o hibrido AHO expressou maior quantidade de proteina Cry1F do que todos os
hibridos hemizigotos; EHO foi superior a todos os hibridos hemizigotos, exceto o
hibrido AH; CHO apresentou maior quantidade de Cry1F do que os hibridos DHE e
BHE; e BHO expressou mais Cry1F que o BHE.

Tabela 5. Comparacédo entre os hibridos de milho A, B, C, D e E nas versoes
hemizigotas (AHE, BHE, CHE, DHE e EHE) e seus isogénicos homozigotos
(AHO, BHO, CHO, DHO, EHO) para as variaveis ataque de S. frugiperda em
campo (ALC), produtividade de grdos (PG, t ha™') e sobrevivéncia larval de
S. frugiperda de 1° instar (SL, %) em cada safra, e o nivel de expresséo da
proteina Cry1F (PRYF, ng cm).

oo ALC PG SL
Hibridos 135 235 135 235 15 235 PRYF
AHE 293a 2,07abc 779746 ab 8334,10 a 26,67 a 31,25 ab 100,78 bcde
AHO 250a 1,93abc 7194,72ab 7259,35 a 13,33 a 15,00 ab 150,70 a
BHE 293a 1,83abc 9023,80 a 7907,77 a 20,00 a 45,00 ab 70,88 e
BHO 217a 253a 8598,76 a 8128,77 a 3,33a "15,00ab 137,65 abcd
CHE 3,30a 2,00abc 7549,46 ab 8189,69 a 23,33 a 36,25 ab 93,39 cde
CHO 233a 250a 7472,11ab  8506,09 a 13,33 a 17,50 ab 141,14 abc
DHE 3,13a 1,80abc 6811,72ab 8004,19 a 13,33 a 57,50 a 89,50 de
DHO 2,07a 210abc 8197,36ab 8195,56 a 10,00 a '27,25ab 115,89 abcde
EHE 393a 1,67bc 5365,22b 7277,52 a 20,00 a 53,75 a 93,23 cde

EHO 250a 140c 6290,99ab "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 versao
homozigota. Médias com letras diferentes sao significativas a 5% de probabilidade por teste de Tukey.

PRYF apresentou correlagdo 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 correlagéo 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 correlagao fenotipica de Pearson das médias das variaveis
ataque de S. frugiperda em campo da primeira (ALC12S) e segunda safra de
milho (ALC22S), produtividade de graos da primeira safra (PG12S, kg ha'') e
segunda safra (PG22S, kg ha™'), sobrevivéncia larval de S. frugiperda de 1°
instar da primeira (SL1%S, %) e segunda safra (SL2%S, %), e nivel de
expressdo da proteina Cry1F (PRYF, ng cm).

ALC1%S ALC2%S PG12S PG22S SL13S SL22S
PRYF -0,673 0,248 - 0,129 0,271 -0,673 - 0,894"
ALC13S - - 0,436 - 0,553 - 0,436 0,682 0,777
ALC22S - - 0,585 0,004 - 0,165 - 0,290
PG12S - - - 0,13 - 0,051 - 0,188
PG22S - - - - - 0,275 -0,471
SL12S - - - - - 0,551

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

O desempenho semelhante dos hibridos transgénicos homozigotos e
hemizigotos quanto a susceptibilidade aos herbicidas e efeito negativo no
desenvolvimento larval de S. frugiperda nos bioensaios € um indicativo de que nao
houve silenciamento génico dos hibridos homozigotos. James et al. (2002)
encontraram trés prejuizos do transgene em homozigose em genoétipos de arroz:
diminuicdo da expressao da proteina GUS (marcador de selegéo visual em tecidos
transformados) quando comparada com os gendtipos hemizigotos, silenciamento
génico e letalidade dos gendtipos, isto é, ndo houve efeito aditivo do alelo adicional
no locus transgénico. Em contrapartida, em gendétipos de arroz de origem diferente,
James et al. (2002) detectaram que os individuos homozigotos para o transgene
quase dobraram o nivel de expressao da proteina transgénica, apresentando carater
aditivo pela adigdo de um alelo. Hood et al. (2012), em estudos na cultura do milho,
encontraram individuos homozigotos que n&o apresentaram silenciamento génico e
que tiveram comportamento superior ao dos individuos hemizigotos. A partir da SL,
conclui-se que os hibridos transgénicos ndo apresentaram silenciamento génico dos
genes Bt em homozigose e em hemizigose, pois, ao alimentar as lagartas com as
folhas das versbes transgénicas do mesmo hibrido, o controle das lagartas foi
realizado e foi superior ao do hibrido convencional, tanto na quantidade de lagartas
que sobreviveram quanto o instar no nivel de desenvolvimento das mesmas.

A diferenciag&o entre os grupos homozigoto, hemizigoto e convencional € mais
facil de ser percebida ao observar as variaveis ALC e SL, pois a avaliacdo dessas
caracteristicas € dependente da presenca dos alelos Bt. A diferenca entre os hibridos
dentro dos grupos dos homozigotos, hemizigotos ou entre os trés grupos, caracteriza
a diferenga no controle das lagartas, que depende do numero de alelos PW e também
da capacidade de producao de proteinas Bt que cada hibrido possui. Nota-se que o
ALC da primeira safra foi muito maior do que o da segunda safra para os trés grupos
(homozigotos, hemizigotos e convencional); percebe-se, entdo, que esse ataque mais
severo influenciou na diminuigdo da PG do hibrido convencional, o qual foi muito mais
atacado por lagartas de S. frugiperda. Mesmo assim, as notas de ALC mais altas néo
foram suficientes para diferenciar a PG dos hibridos homozigotos e hemizigotos na

primeira safra.
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A diferenga entre a média de notas de ALC da primeira e segunda safras deveu-
se ao fato de que a avaliacdo de ALC na primeira safra foi realizada no inicio do més
de novembro, sofrendo influéncia das condi¢gdes meteoroldgicas, principalmente das
chuvas, na intensidade de ataque de S. frugiperda, o que contribuiu para maiores
médias de ALC. Isso ocorreu porque no més de outubro o numero de dias com chuva
(NDC) foi igual a oito e a precipitagdo (PRE) de 149,7 mm, indices baixos que
influenciaram o aumento populacional das lagartas. Na segunda safra, a ALC foi
avaliada no inicio do més de margo, sofrendo influéncia das condigdes meteoroldgicas
do més de fevereiro, quando os valores de NDC e PRE foram de 14 dias e 201 mm,
respectivamente. Assim, os numeros mais altos de NDC e PRE resultaram em ALC
mais baixa para a segunda safra, pois esses fatores influenciaram o desenvolvimento
e sobrevivéncia das lagartas, como foi descrito por Varella et al. (2015) que as
principais razées pela morte das lagartas neonatas de S. frugiperda sao a predagao,
o afogamento e o deslocamento causado pelas chuvas. Em condigdes de campo,
mesmo com 100% dos ovos viaveis, mais de 95% de lagartas neonatas morrem nos
primeiros sete dias de vida. Isso significa que os fatores abidticos tém grande
influéncia na mortalidade tanto de ovos quanto de lagartas em seus primeiros instares,
principalmente em decorréncia das chuvas. Percebe-se entdo, que a diferenga foi
notada entre os hibridos transgénicos e convencionais em ALC nas duas safras,
sendo que as condicbes ambientais permitiram que a infestagdo natural de S.
frugiperda na primeira safra fosse suficiente para diferenciar o comportamento dos
hibridos homozigotos e hemizigotos, indicando superioridade do “trait” em
homozigose no controle das lagartas. Isso é reafirmado pela correlagao negativa entre
ALC da primeira safra com PRYF e SL das duas safras, tal que, quando ha maior
producao de Cry1F, o controle de S. frugiperda é mais eficiente. James et al. (2002)
relataram que genotipos transgénicos homozigotos estdo associados com maior
producao de proteina transgénica devido ao efeito aditivo causado pela presenca de
uma cépia a mais do alelo transgénico.

A variacado de PG de cada hibrido pode estar relacionada com a adaptabilidade
dos gendtipos para a regido de Jaboticabal, onde as condi¢gdes agroclimaticas podem
ter favorecido alguns hibridos, e também com o elevado nivel de ataque de lagartas.
Buntin (2008) e Moraes et al. (2015) avaliaram o efeito da infestagcdo natural de S.
frugiperda na produtividade de hibridos convencionais e suas versdes transgénicas

com diferentes eventos Bt, e observaram que os hibridos convencionais sofreram



23
maiores injurias de S. frugiperda que os transgénicos. Contudo, a maioria dos hibridos
convencionais tiveram PG semelhante a dos hibridos transgénicos, demonstrando
gue o baixo nivel de ataque de lagartas nao foi suficiente para evidenciar as diferengas
na PG. Waquil et al. (2002), comparando hibridos de milho Bt e convencional sob
infestacao artificial, mostraram que hibridos Bt tiveram menor numero de lagartas nas
plantas, as quais foram menos danificadas pelo ataque e com PG 32% maior que os
hibridos convencionais.

A SL observada no laboratério, por sofrer menor influéncia do ambiente e
manter maior controle da alimentacao das lagartas, indica que a diferenga no numero
de alelos transgénicos afeta a sobrevivéncia da lagarta-do-cartucho. Essa diferenca
apresenta um comportamento tipico de efeito aditivo de alelos, isto €, a medida que
se adiciona um alelo transgénico ha um incremento no controle de lagartas. O efeito
aditivo do alelo transgénico Bt foi observado nos bioensaios das duas safras, pois a
medida que a zigosidade de um /ocus transgénico aumenta pela adicao de um alelo
Bt no locus transgénico, o nivel da proteina correspondente a ser expressa na planta
também ira aumentar, como ocorreu com os niveis de expressao da proteina Cry1F.
Law et al. (2006), estudando a cultura do milho, notaram incremento de duas a trés
vezes na quantidade de proteina expressa quando o transgene estava em
homozigose, pela autofecundagdo de plantas transgénicas, em comparagao com
plantas que foram de fecundagao cruzada, isto €, com o transgene em hemizigose.

Assim como nos contrastes realizados para os grupos, ao contrastar as médias
do hibrido A nas trés versoes, 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 infestacdo no hibrido com /ocus
transgénico em homozigose. Além disso, ndo houve diminuigdo no potencial produtivo
desse hibrido, concluindo que ao adicionar um alelo Bt no locus de hibridos
hemizigotos n&o houve queda na capacidade produtiva, pois a presenca de um alelo
transgénico adicional nos homozigotos nao teve custo no desempenho produtivo, fato
também observado nos hemizigotos, ao mesmo tempo em que ndo se manifestou
silenciamento génico. Guadagnuolo et al. (2006) relataram que na auséncia de
presséo de selecdo em que beneficia a transgenia, a mesma torna-se um fator neutro
na influéncia da capacidade produtiva da planta. A superioridade do AHO sobre o AHE
na SL e também dos demais hibridos homozigotos em relagdo aos seus isogénicos

hemizigotos, confirma o efeito da maior produg¢ao 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
nao foi comprovado nos experimentos de campo, pois, como mencionado, a
infestagdo de lagartas n&o foi suficiente para diferenciar o ALC e a PG entre os
hibridos homozigotos e hemizigotos. Ao comparar genétipos de milho homozigotos e
hemizigotos para o transgene, Hood et al. (2012) detectaram que a quantidade de
proteina transgénica expressa nos hemizigotos elevou-se de 1/2 N para 2 N nos
homozigotos, ou seja, atingiu proporgdes até quatro vezes maiores com a adigédo de
um alelo transgénico no locus. A influéncia de um alelo em transgenes ja foi discutida
anteriormente, e os resultados indicam que os homozigotos tém nivel de expressao
duas vezes maior do que os hemizigotos (HOBBS et al., 1990; CALIGARI et al., 1993).

A tecnologia PW, a qual expressa as proteinas 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 resisténcia de S.
frugiperda. Devido a quebra de resisténcia de S. frugiperda para a proteina 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 hibridos
de milho convencionais e transgénicos, contendo as proteinas Cry1F, Cry1A.105 e
Cry1Ab2 em conjunto e individualmente, e confirmaram a eficiéncia no controle de
lagartas, entre elas S. frugiperda, sob infestagdo natural. Santos-Amaya et al. (2015)
concluiram que a populacdo de campo de S. frugiperda, ao ser selecionada por 10
geragdes para resisténcia a proteina Cry1F, teve a mesma taxa de sobrevivéncia em
hibridos de milho convencionais e nos que possuiam somente a proteina Cry1F,
enquanto que a mortalidade foi de 100% quando se alimentaram de materiais com a
combinacgao das proteinas Cry1A.105 e Cry2Ab2. As injurias nas folhas demostraram
que os hibridos convencionais foram mais atacados, e portanto, inferiores em relagao
aos transgénicos, que demostraram menor presenca de S. frugiperda e menor injuria
nas folhas (SANTOS-AMAYA et al., 2015).

Nos campos de producdo de sementes de hibridos de milho homozigotos e
hemizigotos transgénicos, os hibridos transgénicos homozigotos podem reduzir as
aplicagdes de inseticidas, pois as linhagens parentais possuem genes de resisténcia
a lepiddpteros. Por outro lado, na obtengéo do hibrido hemizigoto transgénico, o qual
possui uma linhagem parental convencional, quando é atingido o nivel de dano de

lagartas realiza-se pulverizagdes com inseticidas. Outro ponto positivo dos hibridos
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homozigotos € a maior facilidade no manejo de plantas daninhas, pelo fato dos

parentais serem tolerantes aos herbicidas glifosato e glufosinato de amonio.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que nado ha limitagbes para a utilizacdo de hibridos de milho
homozigotos para o transgene, porque apresentaram maior expressao de Cry1F e
maior controle de lagartas devido a sua capacidade de aumentar a dose de proteina
Bt, sendo importante para o manejo de resisténcia de S. frugiperda. A superioridade
dos hibridos transgénicos homozigotos no controle de S. frugiperda sao especificos
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 nivel de proteina que é
expressa no locus transgénico em homozigose e hemizigose em diferentes genes B,
e assim determinar uma relagdo mais precisa da ac¢ao aditiva do alelo transgénico

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