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Eficacia da soja geneticamente modificada MON 87701 x MON 89788 com a
expressao da proteina CrylAc no controle de Anticarsia gemmatalis (Hubner) e

Pseudoplusia includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae).

RESUMO - A soja transgénica MON 87701 x MON 89788 com CrylAc foi
comparada com a soja isogénica ndo transgénica (M 8329) e soja RR (M 8360
RR) resistente ao herbicida glifosato no controle destes insetos, sob condi¢bes
de casa-de-vegetacdo. Adotou-se o delineamento de blocos casualizados em
parcelas subdividas com 4 repeticbes, sendo que os niveis de infestacdo
corresponderam aos tratamentos primarios, enquanto os genoétipos de soja
corresponderam aos tratamentos secundarios. A soja foi cultivada em vasos
plasticos sob gaiola telada. Os tratamentos primarios para 0 ensaio com A.
gemmatalis foram a) sem infestacdo; b) baixa infestacdo com liberacdo de
64,75+66,75 (fémea+macho) adultos/parcela e c) alta infestacdo com liberacéo
de 317,25+302,5 (fémea+macho) adultos/parcela; enquanto para P. includens
foram a) baixa infestagdo com liberagcdo de 55,25+58,55 (fémea+macho)
adultos/parcela e b) alta infestacdo com liberacdo de 213,25+196,5
(fémeat+macho) adultos/parcela. Os tratamentos secundarios foram soja MON
87701 x MON 89788; soja isogénica nao transgénica; soja RR. Os resultados
indicaram que a soja MON 87701 x MON 89788 foi altamente eficiente no
controle da lagarta-da-soja e da falsa-medideira. A soja isogénica nao
transgénica (M 8329) e soja RR (M 8360 RR) nao tiveram qualquer efeito nas
populacbes de ambas as lagartas. Os adultos n&do discriminaram a soja
geneticamente modificada e portanto ndo tiveram preferéncica para oviposi¢cao

Palavras-chave: biotecnologia, falsa-medideira, lagarta-da-soja, proteina CrylAc, soja

transgénica
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Efficacy of the genetically modified soybean MON 87701 x MON 89788 expressing
the CrylAc protein to control velvetbean caterpillar, Anticarsia gemmatalis
(Hubner) and soybean looper, Pseudoplusia includes (Walker) (Lepidopteran:

Noctuidae).

SUMMARY - The transgenic soybean MON 87701 x MON 89788 with CrylAc
was compared to the isogenic non-transgenic soybeans (M 8329) and RR
soybean (M 8360 RR) resistant to glyphosate in the control of the these pests,
under greenhouse conditions. Split plot design with four randomized blocks
(replications) and infestation levels corresponded to the primary treatment,
together with the soybean genotypes corresponded to the secondary treatments
was adopted in this study. Soybeans were planted in plastic pots under screened
cage. For A. gemmatalis, the primary treatments were a) non-infested plants b)
low infestation in which 64.75 +66.75 (female + male) adult/plot were releases c)
high infestation in which 317.25 +302.5 (female + male) adult/plot were released,;
whereas, for P. includens the treatments were a) low infestation with 55.25
+58.55 (female + male) adult/plot and b) high infestation with 213.25 +196.5
(female + male) adult/plot released. The secondary treatments were soybean
MON 87701 x MON 89788; isogenic non-transgenic soybean and RR soybean.
The results indicated that soybean MON 87701 x MON 89788 was highly
effective in controlling both velvetbean caterpillar and soybean looper. Adults of
both insects were not able to discriminate the genetically modified soybean,

therefore they did not show oviposition preference.

Keywords: biotechnology, velvetbean caterpillar, soybean looper, CrylAc, transgenic

soybean



l. INTRODUCAO

A soja Glycine max (L.) Merrill constitui-se numa espécie de grande interesse
socioecondmico em func¢ao dos teores elevados de proteina, da produtividade de gréos
e da possibilidade de adaptacdo a ambientes diversos (Xu et al.,1989). Essa cultura € a
mais plantada e de maior importancia para o Brasil, ocupando 24 milhdes de hectares
na safra 2010/2011, 566 mil hectares superior a area da safra anterior (CONAB, 2011).
A soja € um dos mais importantes produtos de exportacdo do Brasil. O maior produtor
mundial de soja € o Estados Unidos da América, com 87.067.000 t, seguindo-se o Brasil
com 60.000.000 t e a Argentina com 51.000.000 t na safra 2009/2010. O maior estado
produtor brasileiro € o Mato Grosso com 18.766.868 t, vindo a seguir Parana com
14.008.017 t, Rio Grande do Sul com 9.246.415 t e Goias com 7.225.250 t
(AGRIANUAL, 2011).

Dentre as principais pragas que ocorrem na cultura da soja, os lepidopteros
lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis (HUbner), e lagarta falsa-medideira,
Pseudoplusia includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae), e o0s percevejos,
principalmente Nezara viridula (Linnaeus), Piezodorus guildinii (Westwood) e Euschistus
heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae), sdo considerados pragas chaves. A
lagarta-da-soja, A. gemmatalis, € considerada o principal inseto desfolhador (PANIZZI,
1990; EMBRAPA, 2006).

O periodo de ocorréncia de A. gemmatalis esta correlacionado a latitude de
localizacdo da lavoura, tendo sido observado que os ataques mais precoces dessa
praga ocorrem nas latitudes mais baixas, enquanto no sul do pais os ataques sdo mais
tardios (GAZZONI et al., 1988).

O controle das pragas é realizado geralmente por meio de aplicacdo de
inseticidas. Os inseticidas em geral apresentam vantagens, como as de serem
econdmicos, de atuacdo imediata, tornando-se a Unica opc¢ao a disposi¢cao do agricultor
guando a populacdo de uma praga se aproxima do nivel de dano econémico. Entre

suas diversas desvantagens, encontra-se 0 espectro de acao, que inclui o efeito n&o
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desejado sobre o0s inimigos naturais e ao meio ambiente, além de néo realizar o
controle total dos insetos-praga (SANTOS et al., 2006).

As plantas geneticamente modificadas representam outro método de controle de
pragas que esta sendo usado no mundo desde 1997. Em 2008, foram cultivados em 25
paises, 125 milhdes de hectares com plantas transgénicas no mundo, 9,4% maior que a
safra anterior (JAMES, 2008). No Brasil, 0 uso de plantas geneticamente modificadas
resistentes a insetos iniciou-se com a aprovacao do algoddao (MON 531) em 2005
(CTNBio, 2011).

O uso de plantas transgénicas, que expressam proteinas com atividade
inseticida, vem conquistando um significativo espa¢o na agricultura mundial, por
apresentar uma nova alternativa para o controle de insetos-praga, além de serem
compativeis com os principios do manejo integrado de pragas (FRIZZAS et al., 2004).
Mais recentemente, testes realizados com a soja transgénica cultivar IAS5 expressando
uma endotoxina CrylAc modificada no controle da A. gemmatalis, realizada através da
adicdo do gene gusa e o gene de resisténcia hygromycin hpt visando melhorar o
desempenho da proteina CrylAc, mostraram alta eficiéncia de controle (HOMRICH et
al., 2008).

A soja geneticamente modificada resistente a insetos (MON 87701), cuja
insercdo do gene foi realizada nos Estados Unidos esta sendo testada no Brasil para
controle dos principais lepidopteros. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo
avaliar a eficicia da soja MON 87701 x MON 89788, que expressa a proteina CrylAc,

no controle das lagartas desfolhadoras da soja, A. gemmatalis e P. includens.



ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Distribuicdo geografica e hospedeiros de A. gemmatalis

A lagarta-da-soja, A. gemmatalis € uma espécie de clima tropical e sub-tropical e
ocorre desde o sul dos EUA até a Argentina (KING & SAUNDERS, 1985). No Brasil,
esta praga pode ocasionar reducdes significativas na producdo, com infestacdes desde
Goias e Mato Grosso até o Rio Grande do Sul (PANIZZI, 1990).

No entanto, com a rapida expansao da cultura da soja na década de 1960 para
outros estados, novas cultivares foram desenvolvidas atravées do melhoramento
genético. Sao poucos o0s estudos que apontam os reais danos causados por A.
gemmatalis, mas o registro do desfolhamento em cultivares anteriormente utilizados
demonstra que o inseto pode reduzir até 100% da éarea foliar, com reducdes de 33% na
producéo (RAMIRO & OLIVEIRA, 1975).

A importancia da lagarta-da-soja é ressaltada principalmente na cultura da soja,
mas apesar de nao apresentar grande numero de hospedeiros, eventualmente pode
ocorrer nas culturas do amendoim, alfafa e girassol, principalmente se tais culturas
forem plantadas posteriormente a colheita da soja. Com a eliminacdo da planta
preferencial, os insetos passam a atacar plantulas de outros hospedeiros podendo

também causar sérios danos (EMBRAPA, 2000).

2.2 Caracteristicas morfologicas e bioldgicas de A. gemmatalis

O adulto de A. gemmatalis € uma mariposa de coloracéo cinza, marrom ou bege,
e na maioria das vezes apresenta uma linha transversal na parte superior das asas que
pode ser notada quando as mariposas estdo na posicdo de repouso. As mariposas
apresentam em média, 40 mm de envergadura (BOTELHO et al., 1999; EMBRAPA,
2000).
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Os ovos séo depositados isoladamente na parte inferior das folhas, no caule, nos
ramos e nos peciolos com maior concentracdo nos tercos médio e inferior das plantas.
Os ovos apresentam coloragdo verde clara assim que depositados e, com o
desenvolvimento do embrido, tornam-se acinzentados e, proximos a eclosdo, passam a
coloracdo marrom escura. O periodo embrionario é de, aproximadamente, trés dias e
cada fémea tem capacidade de colocar até 1000 ovos, sendo que cerca de 80% sao
depositados nos primeiros oito a dez dias de vida. A longevidade das fémeas é de,
aproximadamente, vinte dias (EMBRAPA, 2000).

Nos dois primeiros instares, as lagartas medem, em média, 3 e 9 mm,
respectivamente, e apresentam os dois primeiros pares de falsas pernas. A locomocao
de lagartas de primeiro e segundo instar € medindo palmos, o que pode causar
confusdo com a lagarta falsa-medideira P. includens. Lagartas de primeiros instares
iniciam a alimentacdo com a raspagem do parénquima foliar, principalmente em folhas
mais tenras, imediatamente ap0s a eclosdo, e somente a partir do terceiro instar
conseguem perfurar as folhas. A fase larval tem duracdo de doze a quinze dias e as
lagartas em altas infestacbes podem causar danos de até 100% de area foliar
consumida. A lagarta apresenta coloracdo esverdeada, com 5 estrias longitudinais
brancas sobre o dorso (GALLO et al., 2002). Em condi¢cbes de alta populagdo, ou
escassez de alimento, a lagarta torna-se escura, mantendo as estrias brancas. Possui
cinco falsas pernas no abdémen e passa por seis instares larvais, podendo atingir 40
mm de comprimento. Ao final da fase larval, a lagarta cessa a alimentagcédo e passa a
fase de pré-pupa, que pode variar de um a dois dias. A lagarta na fase de pupa
permanece no solo, numa profundidade de até 2 cm, e apresenta coloracdo marrom
escura e brilhante. A fase de pupa apresenta duracdo de nove a dez dias em
temperatura de 25°C e apOs esse periodo ocorre a emergéncia das mariposas
(EMBRAPA, 2000).



2.3 Distribuicédo geografica e hospedeiros de P. includens

Sua distribuicéo é restrita ao hemisfério ocidental, ocorrendo desde o norte dos
EUA até o sul da América do Sul (EICHLIN & CUNNINGHAM, 1978; ALFORD &
HAMMOND JUNIOR, 1982). A sua importancia é ressaltada pelo grande numero de
hospedeiros, que podem chegar a 73 espécies de plantas, pertencentes a 29 diferentes
familias. Dentre as plantas estdo culturas de importancia econbémica, como a soja,
algodoeiro, feijoeiro, fumo, girassol, hortalicas (EICHLIN & CUNNINGHAM, 1978;
HERZOG, 1980). A frequéncia de P. includens nas lavouras de soja tem aumentado no
Brasil, causando danos significativos as plantas, principalmente pela dificuldade do
controle em relacdo a A. gemmatalis, sendo necessérias doses maiores de inseticidas e
também pelo fato dessa praga ocorrer no estadio reprodutivo, localizada no terco
inferior e médio das plantas, dificultando a penetracdo das gotas de inseticidas
(EMBRAPA, 2008). A P. includens sempre esteve presente na cultura da soja no Brasil
e seus danos geralmente sdo grandes, exigindo medidas de controle em varias épocas
durante todo o ciclo da planta (KOGAN & TURNPSEED, 1987), nos ultimos 2 anos essa

praga tornou-se praga principal na cultura da soja.

2.4 Aspectos morfologicos e bioldgicos de Pseudoplusiaincludens

P. includens é um inseto que se alimenta de folhas localizadas no terco inferior
da planta. As lagartas, nos primeiros instares, selecionam as folhas mais tenras, se
alimentando daquelas com pequena quantidade de fibra (KOGAN & COPE, 1974),
tornando-se menos exigentes a medida que vdo se desenvolvendo. Até o terceiro
instar, as lagartas deixam intactas regidfes da epiderme. A partir do quarto instar,
consomem grandes areas, mantendo, porém, integras as nervuras principais, 0 que
confere um aspecto rendilhado caracteristico as folhas atacadas (HERZOG, 1980).

Em criacdes de laboratério foi observado que o ovo de P. includens € depositado
de forma isolada, com diametro de 0,52mm a 0,53mm, de cor amarela brilhante com 31

a 33 costas radiais e distintas costas transversais. A dieta pode alterar a coloracao dos
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ovos. N&o existem sinais de desenvolvimento embrionario até aproximadamente, 36 h
apbs a oviposicdo. O periodo de incubacdo, a 25°C, é de trés dias. A viabilidade dos
ovos pode variar de 39,7 a 100%, sendo que estas diferencas estdo relacionadas
principalmente as metodologias utilizadas nas pesquisas (MITCHEL, 1967; JENSEN et
al., 1974; YOUNG & YEARIAN, 1982; BEACH & TOOD, 1985). O inicio para
transformacg&o em pré-pupa é visualizado por uma acentuada mudanca de coloragao.

No campo, para transformar-se em pupa, P. includens geralmente enrola-se nas
folhas e tece um fino casulo de seda (SHOREY et al., 1962). A pupa é de coloracao
verde clara brilhante, mantendo esta coloracdo até 48 horas antes da emergéncia,
quando adquire a coloracdo marrom escura (VAZQUEZ, 1986).

A longevidade dos adultos também € muito variavel, podendo ser de 9,8 até 18,2
dias (MASON & MACK, 1984). O numero total médio de ovos pode variar de 144 a
1953 ovos, sendo que 80 a 90% do total de ovos sdo colocados até o sétimo dia
(VAZQUEZ, 1986).

2.5. Consumo foliar de A. gemmatalis e P. includens

O consumo de folhas por A. gemmatalis durante a fase larval pode variar de 84
cm? (BOLDT et al., 1975) a 121,2 cm? (HERZOG & TODD, 1980), podendo incrementar
o consumo de folhas com o aumento da temperatura (MAGRINI et al., 1998). Para P.
includens o consumo pode variar de 114 cm? (BOLDT et al., 1975) a 120 cm? (GALLO
et al., 2002). Em ambas as espécies 90% do consumo foliar ocorre nos dois ultimos
instares (BOLDT et al., 1975). A diferenca entre gendtipos pode variar de 74,2 a 94,9
cm?para A. gemmatalis e de 63,9 a 92,7 cm? para P. includens (BUENO et al., 2010).

A desfolha no estadio vegetativo ndo reduz o rendimento de grdos na mesma
propor¢cdo daquela nos estadios reprodutivos, sendo que os estadios reprodutivos R4 e
R5 sdo os mais suscetiveis que podem levar a maior perda de produtividade (FEHR, et
al., 1981). Charles et. al (1999) verificaram que desfolhas em R5 resultaram em perdas

de 10% ou mais na produtividade do que no estadio reprodutivo R2.



2.6 Soja modificada geneticamente

Inicialmente houve desenvolvimento de soja resistente ao herbicida glifosato.
Com o desenvolvimento desta soja geneticamente modificada, tem se observado
vantagens, tais como diminui¢cdo do uso de herbicidas mais toxicos em termos de agéo
residual do que o glifosato, assim como a facilidade de manejo (ABRAHAO, 2008).

No caso de resisténcia a insetos, a soja MON 87701 foi gerada pela introducéo
dos genes crylAc e cp4 syn na variedade de soja A5547 por meio da metodologia de
transformacdo genética mediada por Agrobacterium tumefaciens. As sequéncias para
expressao desses genes foram construidas em um mesmo plasmideo, mas em T-DNAs
diferentes, para que pudessem segregar independentemente. O gene cp4 syn foi
utilizado como marcador de selecdo e depois foi segregado do gene de interesse, 0
crylAc, na geragao R1. Plantas contendo apenas o gene crylAc foram identificadas e a
soja MON 87701 foi selecionada. A soja foi geneticamente modificada para expressar a
proteina CrylAc. A expressdo desta proteina na soja MON 87701 proporciona controle
de alguns lepidépteros. A soja MON 89788 (soja tolerante ao glifosato), por sua vez, foi
produzida através da metodologia de transformacdo genética da variedade de soja
A3244 mediada por A. tumefaciens para introdugéo do gene cp4 epsps. A Unica funcao
da insercéo do gene cp4 epsps que codifica a proteina CP4 EPSPS na soja € propiciar
o controle eficaz de plantas daninhas nessa cultura com o uso do herbicida glifosato. A
producdo da CP4 EPSPS na planta confere a tolerancia ao glifosato. As proteinas
EPSPS fazem parte da via metabdlica de biossintese de aminoacidos aromaticos e
compostos fendlicos, os quais promovem a elongacao celular e a dominancia apical. O
modo de acao do glifosato inicia-se pelo bloqueio dessa enzima e a sua inativacéo pelo
herbicida desencadeia uma série de reacdes em cadeia que leva a planta a morte.
Entretanto, a proteina CP4 EPSPS néo € bloqueada pelo glifosato, o que permite o
crescimento normal das plantas quando tratadas com o herbicida. As sequéncias para
expressao desse gene foram construidas em um mesmo plasmideo, que consiste de
um Unico cassete de expressdo. Somente o gene cp4 epsps foi transferido para o

genoma da soja, gerando a soja MON 89788. As sequéncias de DNA utilizadas
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(elementos genéticos e sequiéncias regulatérias) e a proteina produzida pelo gene cp4
epsps (proteina CP4 EPSPS) sdo bem conhecidas. Assim, o gene exdgeno inserido na
soja MON 89788 é: - cp4 epsps que codifica a enzima CP4 EPSPS e foi isolado da
Agrobacterium spp. A expresséo deste gene confere a caracteristica de tolerancia ao
glifosato. Por fim, como a soja MON 87701 x MON 89788 resultou do cruzamento da
soja MON 87701 com a soja MON 89788 através de melhoramento genético classico,
contém os genes crylAc e cp4 epsps, € as sequéncias regulatorias necessarias a
expressao desses genes conferindo as caracteristicas de resisténcia a insetos e
tolerancia ao glifosato (MCT, 2010; MONSANTO, 2003).

A demanda atual pelo aumento da produtividade associado a preservagao
dos recursos naturais demandam tecnologias de facil acesso, manejo e controle
satisfatorio de pragas, doencas e plantas daninhas. A adocdo rapida da
biotecnologia no Brasil tem ocorrido devido ao aumento da produtividade pelas
culturas que apresentam a resisténcia a alguns lepidopteros através do uso de
plantas geneticamente modificadas (BETZ et al., 2000).

O uso de Bacillus thuringiensis na forma de bioinseticida na agricultura é utilizada
durante varias décadas, principalmente pela seguranca ambiental (De MAAGD, et al.,
1999).



lIl. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizag&o dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos na Estacdo Experimental da Monsanto do
Brasil Ltda. (21°49'S, 47°16’0), a qual se localiza no municipio de Santa Cruz das
Palmeiras, SP, em condi¢Ges de casa-de-vegetacdo, no periodo de 2008 a 2010. Esta
Estacdo possui o Certificado de Qualidade em Biosseguranca (CQB n° 003/96) e
experimentos foram instalados com prévia autorizacdo da Comissdo Interna de
Biosseguranca (CIBio) da Monsanto do Brasil Ltda, seguindo-se as normas

estabelecidas pela Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca.

3.1.1 Casa-de-vegetacao

Os ensaios foram conduzidos em gaiolas, as quais foram acondicionadas em
casa-de-vegetacédo, cujas condi¢cdes ambientais foram mantidas em 26+5°C e 60+10%
UR durante o dia, e 16+10°C e 40+10% UR a noite; e fotoperiodo natural (fotofase de
aproximadamente 12 h). A casa-de-vegetacao possui mureta de alvenaria, com altura
de 0,4 m, e complementadas com filme plastico (polietileno) transparente, com
espessura de 150 micra e tratamento contra raios ultravioleta. O teto também é
recoberto pelo filme plastico de polietileno. O chdo é composto por solo batido, com
corredor em concreto de 0,5 m de largura localizado no centro. O acesso ao interior da
casa-de-vegetacao foi sempre realizado através de uma Unica porta, com antecamara
construida com armacao de a¢co galvanizado recoberto por plastico e tela anti-afideo
(50 mesh), para impedir a entrada de insetos.
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3.1.2 Gaiolas

Os ensaios foram conduzidos em gaiolas com tela anti-afideo (50mesh),
mantidas sob estrutura de cano galvanizado com dimensdes de 3 m de comprimento X
2 mde largura x 1,5 m de altura (Figura 1).

O acesso ao interior das gaiolas podia ser realizado pela abertura de um ziper

presente em uma das laterais.

30m

Figura 1. Gaiola de tela anti-afideo utilizada para conducdo de avaliacdo da
mortalidade de lagartas de A. gemmatalis e P. includens.

Assim, a casa-de-vegetacao e a gaiola com tela anti-afideo impediram a entrada

de predadores no local dos ensaios.

3.2 Genotipos

Os gendtipos utilizados nos ensaios foram: soja M 8329 isogénica nao
transgénica; soja M8329 transgénica com o evento MON 87701 x MON 89788
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resistente a insetos que expressa a proteina CrylAc e a soja M 8360 RR resistente ao
herbicida glifosato.

Inicialmente, as sementes foram tratadas com os produtos Derosal Plus
(carbendazim — 150 g/L + tiram — 350 g/L) na dose de 0,2 L/100 kg de sementes,
Masterfix (inoculante turfoso) na dose de 0,15 L/100 kg de sementes e Standak (fipronil
— 250 g/L) na dose de 0,2 L/100 kg de sementes.

Em seguida os gendtipos foram semeados em vasos plasticos (23 cm de
diametro x 22 cm de altura x 20 cm de base), contendo solo e adubo (15-60-60 kg ha™
de N, P,0s5 e K0, respectivamente). Cada vaso recebeu sementes de soja que foram
inseridas a uma profundidade de aproximadamente 3 cm. ApOs quinze dias da
semeadura foi realizado o desbaste, mantendo-se apenas uma planta por vaso. As
plantas foram irrigadas manualmente conforme necessidade hidrica diaria, com volume
entre 300 a 500 mL/dia.

Aos vinte e dois dias apds o plantio foi realizada a primeira aplicagéo do fungicida
Derosal 500 SC, composto por carbendazim (500 g/L) na dose de 500 mL/ha do
produto comercial e aos trinta e oito dias apdés o plantio foi realizada a segunda
aplicagdo com o fungicida Priori Xtra com concentracdo de 200 g/L + 80 g/L
(azoxistrobina + ciproconazol) de ingrediente ativo na dose de 0,3 L/ha da formulagao
comercial. Ambas as aplica¢des foram realizadas de forma preventiva, para controle da

ferrugem asiatica da soja Phakopsora pachyrhizi.

3.3 Criagéo dos insetos

Os insetos utilizados nos experimentos, A. gemmatalis e P. includens, foram
obtidos de criacdo artificial mantida no laboratorio de criagdo de insetos da Gravena
ManEcol Ltda, localizado em Jaboticabal, SP. Nessa criacdo, os individuos foram
mantidos em dieta artificial, segundo metodologia proposta por GREENE et al. (1976).
Apoés a empupacéo, os insetos foram separados por sexo (BUTT & CANTU, 1962) e

transportados para o local do experimento.
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3.4 Experimentos preliminares

Experimentos com o genoétipo de soja RR foram conduzidos com o objetivo de
verificar o melhor método de infestacdo assim como o numero ideal de ovos, larvas e
pupas para se garantir a infestacdo. O experimento com infestacdo de ovos de A.
gemmatalis e P. includens foi realizado a campo, nao foi eficiente devido a predacao
principalmente por formigas e alta precipitacao.

Também foi instalado experimentos com larvas neonatas e de terceiro instar. O
experimento com neonatas apresentou alta mortalidade dos insetos devido a
sensibilidade durante a transferéncia do recipiente de criacdo para as plantas.

O experimento com larvas de terceiro instar realizado a campo também
apresentou alta mortalidade das larvas. Acredita-se que a diferenca de temperatura
associada a mudanca de alimentacéo do laboratério € baseada em (dieta artificial) e no
campo foram folhas de soja contribuiram para o insucesso da infestacéo.

Devido a dificuldade dos métodos testados em campo, também foram testados
0S mesmos métodos em casa-de-vegetacdo, porém foi adicionado o método de
infestacdo por pupas. Foram testados diferentes nimero de pupas, devidamente
separadas por sexo para formacdo de casais (10, 50, 100, 300 e 400). O método
baseado na infestacdo por meio de pupas, foi eficaz, sendo que 100 e 400 pares de
pupas (casais) foram 0s niveis que mais se aproximaram de desfolhas entre 15 e 30%

(baixa infestacao) e desfolhas acima de 70% (alta infestacédo) consequentemente.

3.5 Experimento 1 — A. gemmatalis

3.5.1 Infestacao das plantas

A infestacdo das plantas de soja foi realizada por meio de pupas. Assim, as

pupas devidamente separadas por sexo foram mantidas em caixas de papelao

contendo vermiculita e colocadas no interior das gaiolas para permitir a emergéncia dos
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adultos. As pupas foram colocadas em duas caixas de papeldo, sendo uma para as
fémeas e outra para machos. No fundo das caixas foi colocado vermiculita (Figura 2).
Adotou-se trés niveis de infestacdo para A. gemmatalis, sendo: sem infestacdo
(testemunha), 100 casais (baixa infestacdo) e 400 casais (alta infestacédo). A infestacao
baixa tem o objetivo de causar desfolha entre 15 e 30%, pois sdo niveis preconizados
no manejo integrado de pragas no Brasil. A infestacéo alta visa colocar os genotipos em
situacOes acima da realidade do campo.

Aos dezenove dias ap6s a emergéncia dos primeiros adultos, realizou-se a
contagem das pupas que ndo deram origem aos adultos e, desse modo, aferiu-se a
viabilidade de emergéncia de machos e fémeas. Com isso, verificou-se que na baixa
infestacdo houve viabilidade de emergéncia de 64,7% para fémeas e de 66,7% para
machos, em meédia, enquanto na alta infestacéo a viabilidade foi de 79,3% para fémeas

e de 75,6% para machos.

Figura 2. Pupas de A. gemmatalis mantidas em caixas de emergéncia.

Adotou-se o delineamento de blocos casualizados, no esquema de parcelas sub-
divididas com trés tratamentos primarios (niveis de infestacdo) e trés tratamentos
secundarios (genotipos), conforme descrito na Tabela 2. Cada gaiola conteve quatro
vasos de cada gendtipo, totalizando doze vasos/parcela. O conjunto dos vasos do

mesmo genaotipo representou a sub-parcela. O experimento teve quatro repeticdes.
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Tabela 2. Tratamentos utilizados no experimento para avaliacao da eficacia de controle
de genotipo contendo a proteina CrylAc sobre A. gemmatalis.

Tratamento Nivel de infestacdo  Sub-parcelas (genotipos)
soja MON 87701 x MON 89788
1 soja isogénica nao transgénica

soja RR (M 8360 RR)

soja MON 87701 x MON 89788
2 Baixa soja isogénica néo transgénica
soja RR (M 8360 RR)

soja MON 87701 x MON 89788
3 Alta soja isogénica nao transgénica
soja RR (M 8360 RR)

3.5.2 Avaliacdes

Inicialmente foi realizada a avaliacdo da presenca de ovos. Esta avaliacdo foi
realizada logo ap0s a observacao das primeiras lagartas neonatas. Essa contagem foi
realizada em todas as folhas (adaxial e abaxial), bem como no caule das plantas.

No inicio das primeiras raspagens pelas lagartas, ocorrido aos nove dias apos a
emergéncia dos adultos nas gaiolas, inicou-se a avaliacéo visual de desfolha, adotando-
se escala proposta por HAMMOND et al. (2009). As avaliacbes foram realizadas aos
treze, dezesseis e dezenove dias ap0s a emergéncia dos adultos.

Também realizou-se a avaliacdo da area foliar por meio da medicdo direta ndo
destrutiva. Esta avaliacdo foi realizada com o auxilio de um medidor portatil LI-COR
LI3100 aos vinte e um dias apés a emergéncia dos adultos. As folhas de cada foliolo
foram passadas no scanner manual sem retirar da planta. O equipamento LI-COR
acumulou a area foliar de cada folha e a area total de cada planta foi determinada (LI-
COR, 2006; ADAMI, et al., 2008).
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3.6 Experimento 2 — P. includens

3.6.1 Infestacao das plantas

A infestacdo das plantas de soja também foi realizada por meio de pupas, de
forma semelhante ao realizado para o experimento com A. gemmatalis. Assim, as
pupas devidamente separadas por sexo foram mantidas em caixas de papeldo
contendo vermiculita e no interior das gaiolas para permitir a emergéncia dos adultos.
Adotou-se dois niveis de infestacdo para P. includens, sendo: 100 casais (baixa
infestacdo) e 400 casais (alta infestagdo). A infestacdo foi realizada no estadio
reprodutivo R5.3 (FEHR et al., 1971).

A avaliacdo da viabilidade das pupas foi realizada aos dezoito dias apés a
emergéncia dos primeiros adultos. Com isso, verificou-se que na baixa infestacao,
houve viabilidade de emergéncia de 55,2% para fémeas e de 58,5% para machos, em
média, enquanto que na alta infestacdo a viabilidade foi de 53,3% para fémeas e de
49,1% para machos.

Adotou-se o delineamento de blocos casualizados, no esquema de parcelas sub-
divididas com dois tratamentos primarios (niveis de infestacdo) e trés tratamentos
secundarios (genotipos), conforme descrito na Tabela 3. Cada gaiola conteve quatro
vasos de cada genotipo, totalizando doze vasos/parcela. O conjunto dos vasos do

mesmo genaotipo representou a sub-parcela. O experimento teve quatro repeticdes.



16

Tabela 3. Tratamentos utilizados no experimento para avaliacao da eficacia de controle
de genotipo contendo a proteina CrylAc sobre P. includens.

Tratamento Nivel de infestacdo Sub-parcelas (gendtipos)
soja MON 87701 x MON 89788
1 Baixa soja isogénica nao transgénica

soja RR (M 8360 RR)

soja MON 87701 x MON 89788
2 Alta soja isogénica nao transgénica
soja RR (M 8360 RR)

3.6.2 Avaliacdes

As avaliacbes de contagem de ovos, porcentagem de desfolha e area foliar
(cm?) foram realizadas conforme metodologia de avaliacdo de A. gemmatalis descrita

no item 3.4.2.
3.6.3 Analise Estatistica

Verificou-se inicialmente se os dados apresentavam homogeneidade de variancia

(distribuicdo normal). Nos casos em que isto ndo ocorreu, os dados referentes ao

namero de ovos, desfolha (%) e area foliar foram transformados em log (x+1), m
e log (x+1), respectivamente. Em seguida, realizou-se analise de variancia para avaliar
o efeito dos niveis de infestacdo da praga (efeito principal) e gendtipos de soja (efeito
secundario — sub-parcela). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 1% de
significancia, utilizando o software estatistico Agricultural Research Manager (ARM,
2007).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1 - A. gemmatalis

O numero médio de ovos de A. gemmatalis encontrados variou entre 45,7 e
270,3 ovos por planta (Tabela 4). Nos diversos niveis de infestacdo avaliados, ndo
houve diferenca significativa (P>0,05) entre os gendtipos para este parametro. Assim,
como o experimento foi instalado com chance de escolha, as fémeas de A. gemmatalis
nao conseguiram discriminar os diferentes genotipos. Dessa forma, a insercdo de genes
responsaveis pela expressao da proteina CrylAc ndo alterou a composicao da planta
de forma a proporcionar efeito sobre preferéncia para oviposi¢cao pelos adultos de A.
gemmatalis. Isso também foi observado em milho expressando a proteina CrylAb
(MARTINELLI et al., 2001).

Pdde-se verificar que o maior nivel de infestacdo, que € aproximadamente, 5
vezes maior do que a infestacdo considerada baixa, também levou a oviposi¢do de
aproximadamente cinco vezes mais ovos. Dessa forma, isso indica que n&o houve
efeito negativo da competicdo instraespecifica por sitio de oviposi¢do. Ainda, baseado
no nimero de fémeas emergidas, pode-se inferir que, em média, cada uma ovipositou

211 ovos. Isto esta de acordo com a observacdo de MOSCARDI et al. (1981).
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Tabela 4. Numero médio (+ EPM) de ovos de A. gemmatalis depositados por planta, em
diferentes gendtipos de soja.

NUmero médio de

Genotipos Infestacao ovos/planta®
Soja MON 87701 x MON 89788 0,00 + 0,00 c
Soja isogénica nao transgénica ) 0,00 * 0,00 c
Soja RR (M 8360 RR) 0,00 + 0,00 c
Soja MON 87701 x MON 89788 4575 0,20 b
Soja isogénica nao transgénica Baixa 56,50 + 0,17 b
Soja RR (M 8360 RR) 46,00 0,09 b
Soja MON 87701 x MON 89788 256,00 =+ 0,19 a
Soja isogénica nao transgénica Alta 270,31 = 0,24 a
Soja RR (M 8360 RR) 205,56 + 0,12 a

'Dados originais, os quais foram transformados em log (x+1) para a analise de variancia.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de
probabilidade.

Os primeiros sintomas de desfolha iniciaram aos quinze dias apds a emergéncia
dos adultos (DAEA), momento em que as lagartas estavam no primeiro instar e a
cultura se encontrava no estadio reprodutivo R5.2. As estimativas visuais de desfolha
apresentaram variacdes significativas (P<0,001) entre os tratamentos. Nos genétipos de
soja isogénica ndo transgénica e de soja RR que ndo expressam a proteina CrylAc e
sob baixa infestacdo da lagarta-da-soja, a desfolha avaliada visualmente variou de 0,2%
aos 15 DAEA e atingiu 11,06% aos 21 DAEA, sendo essa injuria causada por lagartas
de primeiro a quarto instar. Nestes mesmos genaétipos, porém sob alta infestacdo, a
variagao foi de 5,4 a 92,2%. Nota-se, dessa forma, que em seis dias houve um aumento
de cerca de 23 vezes, em média, na percentagem de desfolha avaliada visualmente
(Tabela 5). Independente do nivel de infestagdo por A. gemmatalis e do periodo em que
as plantas estiveram sob exposicao a praga, o genotipo MON 87701 x MON 89788 nao
apresentou qualquer injuria visualmente perceptivel. Sabe-se que desfolhas superiores
a 30% no periodo vegetativo e 15% no periodo reprodutivo causam perdas de
produtividade (EMBRAPA, 2010). Portanto, 0s genoétipos que nao expressam a proteina

CrylAc necessitam de avaliacdo da infestacdo e, consequentemente, tomada de
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decisdo de controle da praga. Por outro lado, o genotipo MON 87701 x MON 89788 néo
necessita de tal avaliagéo.



Tabela 5. Porcentagem (+ EPM) média de desfolha causada por A. gemmatalis em diferentes gendtipos de

soja.
Tratamentos Desfolha (%)*
Genotipos Infestagdo 13 DAEA 16 DAEA 19 DAEA
Soja MON 87701 x MON 89788 00 £ 0,00 b 000 + 0,00 b 000 + 000 c
Soja isogénica nao transgénica - 00 £ 0,00 b 0,00 + 0,00 b 0,00 = 000 c
Soja RR (M 8360 RR) 00 £ 0,00 b 000 + 0,00 b 0,00 + 0,00 c
Soja MON 87701 x MON 89788 0,0 £ 0,00 b 000 = 000 b 0,00 += 0,00 c
Soja isogénica ndo transgénica Baixa 13 £+ 0,15 b 500 + 066 b 11,06 + 0,67 B
Soja RR (M 8360 RR) 02 £ 0,19 b 369 + 062 b 1094 + 129 b
Soja MON 87701 x MON 89788 00 £ 0,00 b 000 + 0,00 b 0,00 + 0,00 c
Soja isogénica ndo transgénica Alta 54 + 0,13 a 2044 + 190 a 89,88 *+ 0,77 a
Soja RR (M 8360 RR) 63 £+ 054 a 1931 + 0,54 a 9225 + 058 a

*Dados originais, os quais foram transformados em V x+0,5 para a anlise de variancia.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.
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Os resultados da mensuracdo da area foliar remanescente, ocorrida aos vinte e
um dias apos a emergéncia dos adultos, mostram a soja resistente a insetos MON
87701 x MON 89788 apresentou valores significativamente maiores (P <0,001) do que
0os demais genotipos. Nesse genotipo, a despeito do nivel de infestacdo, ndo houve
diferenca significativa da area foliar remanescente, cujo valor médio foi de 1281,18 cm?
(Tabela 6).

Os tratamentos de soja isogénica nao transgénica (M 8329) e soja RR (M 8360
RR) em alta infestacdo apresentaram areas foliares de 291,42 e 228,55 cm?
respectivamente, enquanto que a soja transgénica que expressa a proteina CrylAc teve
1209,83 cm? (Tabela 6).

A area foliar (cm?) da soja isogénica néo transgénica foi reduzida em 2,02 vezes
pela A. gemmatalis na baixa infestacdo e 4,15 vezes na alta infestagdo em relacdo a
soja MON 87701 x MON 89788. Desta forma, as plantas com auséncia de expressao
da proteina CrylAc apresentaram elevado nivel de desfolha que pode comprometer a
producdo. Esses resultados confirmam a eficacia da soja MON 87701 x MON 89788
que expressa a proteina CrylAc, no controle da A. gemmatalis.

Plantas que expressam a proteina CrylAc controlam as lagartas quando estas
iniciam a alimentacdo, podendo, na maioria dos casos, proporcionar controle total. A
variedade de soja que expressa a proteina CrylAc causou mortalidade das larvas, pois
nao foi observado qualquer dano. O controle da A. gemmatalis proporcionado pela soja
MON 87701 x MON 89788 foi devido a expressédo da proteina CrylAc, proteina com
acao inseticida também ja utilizada no algoddo geneticamente modificado, para controle
de lepidopteros (JACKSON et al., 2003).



Tabela 6. Area foliar média (+ EPM) de genotipos de soja sob diferentes niveis de
infestacdo de A. gemmatalis.

Genétipos Infestacéo Area foliar' cm?
Soja MON 87701 x MON 89788 1336,42 + 0,06 a
Soja isogénica ndo transgénica - 1416,26 + 0,01 a
Soja RR (M 8360 RR) 1559,58 + 0,02 a
Soja MON 87701 x MON 89788 1297,30 + 0,02 a
Soja isogénica nao transgénica Baixa 641,28 + 0,12 b
Soja RR (M 8360 RR) 596,67 + 0,06 b
Soja MON 87701 x MON 89788 1209,83 + 0,05 a
Soja isogénica nao transgénica Alta 291,42 + 0,07 C
Soja RR (M 8360 RR) 228,55 + 0,10 c

"Dados originais, os quais foram transformados em log (x+1) para a andlise de variancia.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.
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4.2 Experimento 2 - P. includens

De modo semelhante ao observado para A. gemmatalis, os adultos de P.
includens ndo discriminaram os genadtipos (Tabela 7). Assim ndo verificou diferenca
significativa (P > 0,05) no niumero de ovos depositados pelas fémeas nas plantas para o
mesmo nivel de infestacéo.

Em contraste com A. gemmatalis, P. includens ovipositou menos, sendo que na
baixa infestacdo observou-se variagdo de 16,50 a 18,38 ovos por planta, enquanto que
na alta infestacdo este valor variou de 64,63 a 66,88 ovos por planta, em média.
Verificou-se assim que o nimero de ovos depositados por fémeas em situagédo de alta
infestacao foi cerca de 4 vezes maior do que em baixa infestacdo. Esse valor é também
bem proximo da variacdo entre o numero de fémeas liberadas nos tratamentos (alta e
baixa infestacdo). Portanto, ndo houve também efeito negativo da competicdo
intraespecifica sobre a oviposicéo.

Baseando-se no numero de fémeas emergidas e ovos contados em apenas um
momento, pode-se inferir que P. includens ovipositou pelo menos 55 ovos/fémea, sendo
gue essa espécie € capaz de colocar mais de 600 ovos durante seu periodo de vida
(VAZQUEZ, 1986; EMBRAPA, 2000).



Tabela 7. Numero médio (+ EPM) de ovos de P. includens depositados por planta, em diferentes
gendtipos de soja.

Gendtipo Infestacao NiGmero médio de ovos/planta’
Soja MON 87701 x MON 89788 18,38 + 1,58 b
Soja isogénica nao transgénica Baixa 17,44 + 1,03 b
Soja RR (M 8360 RR) 16,50 =+ 0,53 b
Soja MON 87701 x MON 89788 65,13 + 2,44 a
Soja isogénica nao transgénica Alta 64,63 = 7,41 a
Soja RR (M 8360 RR) 66,88 + 6,12 a

"Dados originais, os quais foram transformados em log (x+1) para a andlise de variancia.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.



25

A porcentagem média de desfolha dos gendtipos de soja isogénica nao
transgénica e soja RR avaliada visualmente aos 14, 17 e 19 DAEA em ambos 0s niveis
de infestagéo foi crescente e variou entre 1,81 e 85,31%. O nivel de desfolha para estes
dois gendtipos nédo foi significativamente diferente (P>0,05) dentro do nivel de
infestacdo. O menor percentual de desfolha, entretanto, ocorreu no tratamento
composto pela soja MON 87701 x MON 89788 (Tabela 8). As plantas que expressam a

proteina CrylAc ndo apresentaram qualquer injuria (nivel de desfolha foi 0%).



Tabela 8. Porcentagem média (+ EPM) de desfolha causada por P. includens em diferentes genotipos de

soja.
Tratamentos Desfolha (%)*
Genotipos Infestacéo 14 DAEA 17 DAEA 19 DAEA
Soja MON 87701 x MON 89788 0,00 * 0,00 c 0,00 * 0,00 c 0,00 + 0,00 c
Soja isogénica ndo transgénica Baixa 194 + 040 b 32,19 + 031 b 75,00 + 217 b
Soja RR 181 + 0,28 b 3219 £ 0,79 b 7563 + 1,94 b
Soja MON 87701 x MON 89788 0,00 + 0,00 c 0,00 + 0,00 ¢ 0,00 + 0,00 c
Soja isogénica ndo transgénica Alta 444 + 0,12 a 38,13 + 0,63 a 84,06 + 156 a
Soja RR 463 + 0,16 a 39,38 + 0,63 a 8531 + 107 a

"Dados originais, os quais foram transformados em V x+0,5 para a analise de variancia.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidade.
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Os maiores valores de éarea foliar remanescentes aos 21 DAEA foram obtidos
com a soja MON 87701 x MON 89788 (1546,75 e 1645,69 cm?) em ambos os niveis de
infestacdo, ndo apresentando diferenca estatistica significativa entre si (P>0,05). A soja
RR (M 8360 RR) e a soja isogénica nao transgénica (M 8329) tiveram a area foliar
reduzida em 2,14 e 2,05 vezes, respectivamente, em relacdo a soja MON 87701 x MON
89788 (Tabela 9).

Tabela 9. Area foliar média (= EPM) de gendtipos de soja sob diferentes niveis de
infestagéo de P. includens.

Tratamentos " . 21

Gendtipos Infestacao Area foliar (cm?)
Soja MON 87701 x MON 89788 1546,75 + 1,92 a
Soja isogénica nao transgénica Baixa 755,44 + 12,86 b
Soja RR (M 8360 RR) 721,44 £ 20,05 b
Soja MON 87701 x MON 89788 164569 + 21,01 a
Soja isogénica nao transgénica Alta 478,69 + 2343 c
Soja RR (M 8360 RR) 516,31 + 26,34 c

'Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 1% de
probabilidade.

O controle das larvas de primeiro instar de P. includens exercido pela soja MON
87701 x MON 89788, deve-se a expressao de CrylAc, que nas folhas podem atingir a
concentracdo de cerca de 450 ug.g™ de peso seco (MONSANTO, 2003).

A expressao da proteina CrylAc na soja resistente a insetos evento MON 87701
x MON 89788 mostrou-se eficiente para o controle de P. includens, sendo este
resultado diferente daquele obtido por WALKER et al. (2000) na cultura da soja que
demonstrou baixa eficiéncia de CrylAc para controle de P. includens. A proteina CrylA,
diferente da proteina usada nesse trabalho, foi eficiente apenas para o controle de P.
includens em bioensaio (MIKLOS et al., 2007).

Assim, este é o primeiro relato de eficacia da proteina CrylAc expressa na soja
MON 87701 x MON 89788 sob condi¢cdes de semi-campo. Esta proteina proporcionou

nivel de controle tanto para A. gemmatalis como para P. includens.
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O uso de plantas geneticamente modificadas resistente a insetos com a
expressao da proteina Cry tem sido mais uma alternativa para o manejo integrado de
pragas, principalmente por ndo afetar a populacdo de inimigos naturais, conforme ja
evidenciado na cultura do milho (FERNANDES et al., 2007; MARVIER et al., 2007) e
algodéo no Brasil (MARVIER et al., 2007). Da mesma forma que ocorreu com o milho e
o algoddo, a soja expressando proteina CrylAc também devera ser mais uma
ferramenta para o manejo integrado de pragas da soja no Brasil.

Assim, como € preconizado para os inseticidas, a utilizagdo de gendtipo
geneticamente modificado em condi¢cdes de campo devera considerar estratégias de
manejo da resisténcia. Para tanto, area de refagio deverda ser adotada, de modo
semelhante ao ja preconizado para outras culturas (SA et al., 2009). Ndo obstante, esta
nao devera receber aplicagdo de inseticidas bioldgicos a base de Bacillus thuringiensis.
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V. CONCLUSOES

1. A proteina CrylAc expressa na soja MON 87701 x MON 89788 causa alta
mortalidade de lagartas A. gemmatalis e P. includens e impede reduc¢éo
foliar.

2. Adultos de A. gemmatalis e P. includens n&o discriminam a soja MON
87701 x MON 89788.
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