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lntrodução

Aprovada no ano de 2010 e lançada no
mercado no ano de 2O13, a tecnologia lntacta
RR2 Pro permite o controle de algumas espé-
cies de lagartas, minimizando a necessidade
de aplicação de inseticidas químicos na cultura
da soja devido à produção da proteÍna CrylAc
no tecido vegetal. O manejo de resistência a

essa proteína depende da forma de herança
dos genes de resistência no inseto, do poten-
cial de expressäo do gene inserido na planta e

da utilizaçäo de refúgio. PoÉanto, a inferência
dos níveis de expressão da proteína na planta
por meio de sua atividade biológica na lagarta
pode ser um bom indicador do seu potencial
de controle.

Quantificações da proteína Bt em folhas
de soja por meio do método ELISA (Enzyme-
Linked lmmunosorbent Assay) em Macrae et
al. (2005) e Yu et al. (2013) produziram resul-
tados contrastantes quanto ao potencial de ex-
pressäo de proteína Cry1Ac. A adoção de um
indicador biológico pode auxiliar nos trabalhos
de quantificaçäo da expressäo de proteínas
Cry em cultivares Bt, como uma metodologia
adicional que poderá complementar inferên-
cias realizadas por outras técnicas.

A variabilidade genética existente dentro de
populaçöes de lagartas possibilita diferentes
níveis de tolerância à proteínas Bt entre indi-
víduos, o que nos permite calcular curvas de
suscetibilidade de diferentes populaçöes a es-
sas proteínas inseticidas. Tendo em vista que
as curvas de suscetibilidade à proteína CrylAc
para A. gemmatalis säo conhecidas (Yano et
a',.,2012) e que esse inseto apresenta eleva-
da suscetibilidade quando comparado a outras
espécies, ele pode atuar como indicador bio-
lógico da quantidade dessa proteína presente
nas folhas de soja e contribuir com os traba-
lhos atuais de quantificaçäo.

Material e Métodos

Em diferentes períodos do desenvolvimento

da cultura, amostras de 10 folíolos de soja da
cultivar BRS 1010|PRO foram coletadas e ar-
mazenadas a -80"C durante a safra 2017118,
por um período de aproximadamente seis me-
ses, até a realizaçäo dos bioensaios. A soja
foi implantada a campo no dia 1911012017, se-
guindo o manejo recomendado para a regiäo.

Os níveis de proteína Cry1Ac nas folhas de
soja foram determinados pela relação de equi-
valência de mortalidade nas concentrações
letais a 50% da população (CLs'). Para tanto,
foram realizados bioensaios utilizando-se ex-
tratos de folíolos de soja coletados aos 32, 43,
62,81, 102 e 123 dias após o plantio (DAP) e
bioensaios com a proteína formulada padräo.
A partir das curvas de mortalidade, foram es-
timadas as CLuo e seus respectivos intervalos
de confiança, para cada data de coleta.

Para se obter o extrato de folíolos, foi rea-
lizada a maceração do tecido foliar (19 de
folíolos: 10 mL de água) em microtubos com
auxílio do abrasivo carborundum e pistilo plás-
tico. Os resíduos sólidos foram descañados e
concentraçöes do sobrenadante desse extrato
foram testadas para se determinar as concen-
traçöes letais à 1o/o e 99% da populaçäo de
A. gemmafalrs. A partir dessas, foram obtidas
sete diluiçöes dentro desse intervalo, além de
uma testemunha constituída apenas por água
destilada. Uma alíquota de 20 ¡tL de solução
tratamento foi aplicada e espalhada sobre a

superfície de 1mL de dieta, a qual estava acon-
dicionada em bandejas de 128 células (BlO-
BA-128; CD lnternational lnc., Pitman, NJ),
subdivididas em 8 partes de 16 células. Após a
secagem (aproximadamente 20 min), uma la-
garta neonata foi acondicionada em cada célu-
la e as bandejas mantidas em câmaras B.O.D.
a26"C !2"C, UR de 60% t 1jo/o e fotofase de
14 horas. As mortalidades sob cada concen-
traçäo foram avaliadas em quatro repetiçöes,
executadas em dias subsequentes.

O estudo com padråo conhecido de proteí-
na CrylAc foi conduzido de modo semelhante,
tendo sido a formulaçäo MVP ll (Gilroy; Wlcox,
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1992) o padräo de proteína utilizado. Nesse
estudo, as concentrações utilizadas foram 0,5;
0,333; 0,222', 0,148',0,099; 0,066 e 0,044 qg

de CrylAclcm2 de dieta artificial. Para se cal-
cular as quantidades de proteína inseticida nos
extratos, foi utilizada a Equaçäo 1, em que os
fatores 1000 e 20 correspondem respectiva-
mente às transformações 1r1g para 1pg e de
1pL para 20¡rL, que foi alíquota distribuída na
dieta.

vs de cryrAc. s-I forh"**, = ffi (1)

A análise de dados foi realizada utilizando-se
o modelo loglogístico, com quatro parâmetros,
adotando-se o pacote drc do ambiente R (Ritz et
al,.,2015) para o ajuste dos modelos e estimati-
vas das concentrações letais.

Resultados e D¡scussão

nas datas anteriores a 123 DAP, observou-se
uma fraca relação linear entre os dias de co-
leta e a produção de Cry1Ac pela planta, po-
rém uma forte associação polinomial quadrá-
tica (R2=79,5o/o), na qual a CLuo máxima seria
obtida em torno de 61 DAP. Esses padröes
possivelmente refletem a produçäo da proteí-
na inseticida pela planta no período mais críti-
co para a ocorrência da praga.

Comparando as CLuo obtidas para os ex-
tratos de folhas das diferentes coletas com as
CLuo do padrão de proteína CrylAc, é possí-
vel inferir a concentraçäo de proteína Cry1Ac
em folíolos de soja BRS 1010 IPRO, os quais
estão mostrados na Figura 1. Conforme essa
figura e a Tabela 2 mostram, as relaçöes entre
as CLuo e os teores de proteína foram inversa-
mente proporcionais, considerando-se os dois
bioensaios com a proteína padräo. As diferen-
ças significativas observadas entre as estima-
tivas dos teores nos extratos, em relaçäo aos
bioensaios I e 2, possivelmente resultaram
das variaçöes nas populaçöes dos insetos uti-
lizados.

Conclusäo

O método de quantificaçäo é promissor
como indicador biológico dos teores de Cry1Ac
em folíolos de soja, uma vez que os resultados
foram consistentes em múltiplos bioensaios com
os extratos. As diferenças encontradas entre os
valores relativos aos diferentes bioensaios que
utilizaram o padrão Cry1Ac podem ser explica-
das pelas variações entre as populaçöes de la-
gadas utilizadas em cada bioensaio.
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Dois bioensaios foram realizados para ob-
tençäo das curvas de mortalidade de A. gem-
matalis alimentadas com dieta tratada super-
ficialmente com a proteína CrylAc. A Tabela
1 mostra os parâmetros dessas curvas (1 e
2): concentraçöes letais a 50% da populaçäo
(CL5o), estimativas das taxas de variaçäo da
mortalidade em torno da CLuo (nb) e respec-
tivos erros padrões dessas estimativas (o; e
4*o) e os intervalos de confiança para as esti-
mativas da CLuo. Conforme pode ser observa-
do por meio dos intervalos de confiança, não
houve diferença significativa entre as CLuo en-
tre os dois bioensaios, tendo sido obtidas as
estimativas de 0,18 r¡g.cm 2 (lC: 0,1 0 - 0,26) e
0,09 qg.cm¿ (lC: 0,08 - 0,11) de proteína para
matar 50% dos insetos. Os valores de que
apontam a inclinação da reta tangente à curva
de mortalidade na CLuo também não diferiram
signiflcativamente.

Conforme a Tabela 2 mostra, nos bioen-
saios com extratos de folhas ocorreram ape-
nas variações aleatórias entre os valores das
CLuo obtidas nas cinco primeiras datas de co-
leta, tendo sido as estimativas aos 123 dias
significativamente maiores que os obtidos nas
amostras coletadas aos 81 e 102 (R6) dias
após o plantio (DAP). Esse aumento significati-
vo na CLuo aos 123 DAP seria um indicador de
uma queda na produção da proteína inseticida
na fase final reprodutiva, em estágio avançado
de senescência. Explorando as relaçöes en-
tre os dias da coleta e as estimativas de CL.^
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Tabela 1. Suscetibilidade de Anticarsia gemmatalis à proteína Cry1Ac proveniente do padräo MVP ll com
11,2o/o de concentraçåo. N=448 insetos; =taxa de variaçäo da mortalidade nas proximidades da CLuo;

Cluo=concentraçäo letal para 50% dos indivíduos; do=erro padräo da estimativa ; {rro=erro padrão da
estimativa da CLuo; lC=intervalo de confiança para CLuo

Bioensaios ! 4 CLuo (qg.cm-z) 4.uu 95% - lC

1 -1,66 ! 0,24 0,18 0,037 0,1 0 - 0,26

2 -2,27 t0,40 0,09 0,008 0,08 - 0,11

Tabela 2. Suscetibilidade de Anticarsia gemmatalis a extratos de folíolos de soja Bt coletados em diferentes
períodos do ciclo da soja. N=448 insetos; =taxa de variação da mortalidade nas proximidades da CLuo;

Clro=concentraçäo letal para 50% dos indivíduos expressa em Ug de folha. pl-1.c¡-z do=erro padráo da
estimativa ; d.ruo=erro padrão da estimativa da CLuo; lC=intervalo de confiança para CLuo
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Figura 1. Teor de proteína Cry1Ac (lC 95%) em folhas de soja BRS 1010 IPRO em diferentes períodos de
desenvolvimento da cultura, relativos aos bioensaios 1 e 2 com o padrão de Cry1Ac.
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