Comiss&o de Entomologia 63

)

Anticar’sia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Erebidae) COMO I'NDICADOR
BIOLOGICO DA EXPRESSAO DE PROTEINA Cry1Ac EM FOLIOLOS DE
SOJA

PENTEADO, F.G."; LOPES, I. de O.N.z, ALMEIDA, A.M.R.?; SOSA-GOMEZ, D.R.2

"Universidade Estadual de Ponta Grossa, 2Embrapa Soja, Rod. Carlos Jodo Strass, Distrito de Warta, C.P. 231, CEP 86001-970,

Londrina-PR, daniel.sosa-gomez@embrapa.br.

Introducgao

Aprovada no ano de 2010 e langada no
mercado no ano de 2013, a tecnologia Intacta
RR2 Pro permite o controle de algumas espé-
cies de lagartas, minimizando a necessidade
de aplicagdo de inseticidas quimicos na cultura
da soja devido a produgéo da proteina Cry1Ac
no tecido vegetal. O manejo de resisténcia a
essa proteina depende da forma de heranga
dos genes de resisténcia no inseto, do poten-
cial de expresséo do gene inserido na planta e
da utilizacéo de refugio. Portanto, a inferéncia
dos niveis de expressao da proteina na planta
por meio de sua atividade biolégica na lagarta
pode ser um bom indicador do seu potencial
de controle.

Quantificagcbes da proteina Bt em folhas
de soja por meio do método ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) em Macrae et
al. (2005) e Yu et al. (2013) produziram resul-
tados contrastantes quanto ao potencial de ex-
pressdo de proteina Cry1Ac. A adogdo de um
indicador biolégico pode auxiliar nos trabalhos
de quantificagdo da expressdo de proteinas
Cry em cultivares Bt, como uma metodologia
adicional que podera complementar inferén-
cias realizadas por outras técnicas.

A variabilidade genética existente dentro de
populagbes de lagartas possibilita diferentes
hiveis de tolerancia a proteinas Bt entre indi-
viduos, o que nos permite calcular curvas de
suscetibilidade de diferentes populacdes a es-
sas proteinas inseticidas. Tendo em vista que
as curvas de suscetibilidade a proteina Cry1Ac
para A. gemmatalis sdo conhecidas (Yano et
al., 2012) e que esse inseto apresenta eleva-
da suscetibilidade quando comparado a outras
espécies, ele pode atuar como indicador bio-
légico da quantidade dessa proteina presente
nas folhas de soja e contribuir com os traba-
Ihos atuais de quantificacao.

Material e Métodos

Em diferentes periodos do desenvolvimento

da cultura, amostras de 10 foliolos de soja da
cultivar BRS 1010 IPRO foram coletadas e ar-
mazenadas a -80°C durante a safra 2017/18,
por um periodo de aproximadamente seis me-
ses, até a realizacdo dos bioensaios. A soja
foi implantada a campo no dia 19/10/2017, se-
guindo o manejo recomendado para a regiao.

Os niveis de proteina Cry1Ac nas folhas de
soja foram determinados pela relagdo de equi-
valéncia de mortalidade nas concentragcbes
letais a 50% da populagdo (CL,). Para tanto,
foram realizados bioensaios utilizando-se ex-
tratos de foliolos de soja coletados aos 32, 43,
62, 81, 102 e 123 dias ap6s o plantio (DAP) e
bioensaios com a proteina formulada padrao.
A partir das curvas de mortalidade, foram es-
timadas as CL,, e seus respectivos intervalos
de confianca, para cada data de coleta.

Para se obter o extrato de foliolos, foi rea-
lizada a maceragdo do tecido foliar (1g de
foliolos: 10 mL de agua) em microtubos com
auxilio do abrasivo carborundum e pistilo plas-
tico. Os residuos solidos foram descartados e
concentracdes do sobrenadante desse extrato
foram testadas para se determinar as concen-
tracbes letais a 1% e 99% da populagéo de
A. gemmatalis. A partir dessas, foram obtidas
sete diluicbes dentro desse intervalo, além de
uma testemunha constituida apenas por agua
destilada. Uma aliquota de 20 uL de solugédo
tratamento foi aplicada e espalhada sobre a
superficie de 1mL de dieta, a qual estava acon-
dicionada em bandejas de 128 células (BIO-
BA-128: CD International Inc., Pitman, NJ),
subdivididas em 8 partes de 16 células. Apds a
secagem (aproximadamente 20 min), uma la-
garta neonata foi acondicionada em cada célu-
la e as bandejas mantidas em camaras B.O.D.
a 26°C £ 2°C, UR de 60% = 10% e fotofase de
14 horas. As mortalidades sob cada concen-
tracao foram avaliadas em quatro repeti¢des,
executadas em dias subsequentes.

O estudo com padrdo conhecido de protei-
na Cry1Ac foi conduzido de modo semelhante,
tendo sido a formulagdo MVP |l (Gilroy; Wilcox,
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1992) o padrdo de proteina utilizado. Nesse
estudo, as concentracdes utilizadas foram 0,5;
0,333; 0,222; 0,148; 0,099; 0,066 e 0,044 ng
de Cry1Ac/cm? de dieta artificial. Para se cal-
cular as quantidades de proteina inseticida nos
extratos, foi utilizada a Equacao 1, em que os
fatores 1000 e 20 correspondem respectiva-
mente as transformacdes 1mg para 1ug e de
1uL para 20pL, que foi aliquota distribuida na
dieta.

X Cleg Binensoln CryLAe (g cm ™). 1000
ug de Cryl4c. g~ folha fresca = (1 )

Clp heensalos extraty de foltho (g L= em=2), 20

A analise de dados foi realizada utilizando-se
o modelo log-logistico, com quatro pardmetros,
adotando-se o pacote drc do ambiente R (Ritz et
al., 2015) para o ajuste dos modelos e estimati-
vas das concentragdes letais.

Resultados e Discussao

Dois bioensaios foram realizados para ob-
tencéo das curvas de mortalidade de A. gem-
matalis alimentadas com dieta tratada super-
ficialmente com a proteina Cry1Ac. A Tabela
1 mostra os parametros dessas curvas (1 e
2). concentragdes letais a 50% da populagao
(CL,,), estimativas das taxas de variagéo da
mortalidade em torno da CL,, ("b) e respec-
tivos erros padrdes dessas estimativas (¢, e
0.4 € 08 intervalos de confianga para as esti-
mativas da CL,,. Conforme pode ser observa-
do por meio dos intervalos de confianga, n&o
houve diferenca significativa entre as CL,, en-
tre os dois bioensaios, tendo sido obtidas as
estimativas de 0,18 ng.cm? (IC. 0,10 — 0,26) e
0,09 ng.cm? (IC: 0,08 — 0,11) de proteina para
matar 50% dos insetos. Os valores de que
apontam a inclinacdo da reta tangente a curva
de mortalidade na CL,, também n&o diferiram
significativamente.

Conforme a Tabela 2 mostra, nos bioen-
saios com extratos de folhas ocorreram ape-
nas variagdes aleatérias entre os valores das
CL,, 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
apos o plantio (DAP). Esse aumento significati-
vo na CL,, aos 123 DAP seria um indicador de
uma queda na producdo da proteina inseticida
na fase final reprodutiva, em estagio avangado
de senescéncia. Explorando as relagdes en-
tre os dias da coleta e as estimativas de CL,;

nas datas anteriores a 123 DAP, observou-se
uma fraca relagdo linear entre os dias de co-
leta e a produgdo de Cry1Ac pela planta, po-
rém uma forte associagdo polinomial quadra-
tica (R*=79,56%), na qual a CL,, maxima seria
obtida em torno de 61 DAP. Esses padrbes
possivelmente refletem a producao da protei-
na inseticida pela planta no periodo mais criti-
co para a ocorréncia da praga.

Comparando as CL,, obtidas para os ex-
tratos de folhas das diferentes coletas com as
CL,, do padréo de proteina Cry1Ac, é possi-
vel inferir a concentracdo de proteina Cry1Ac
em foliolos de soja BRS 1010 IPRO, os quais
estdo mostrados na Figura 1. Conforme essa
figura e a Tabela 2 mostram, as relagdes entre
as CL,, e os teores de proteina foram inversa-
mente proporcionais, considerando-se os dois
bioensaios com a proteina padrao. As diferen-
cas significativas observadas entre as estima-
tivas dos teores nos extratos, em relacdo aos
bioensaios 1 e 2, possivelmente resultaram
das variagdes nas populagbes dos insetos uti-
lizados.

Conclusao

O método de quantificagdo & promissor
como indicador biolégico dos teores de Cry1Ac
em foliolos de soja, uma vez que os resultados
foram consistentes em multiplos bioensaios com
os extratos. As diferengas encontradas entre os
valores relativos aos diferentes bioensaios que
utilizaram o padrao Cry1Ac podem ser explica-
das pelas variagdes entre as populagdes de la-
gartas utilizadas em cada bioensaio.
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Tabela 1. Suscetibilidade de Anticarsia gemmatalis a proteina Cry1Ac proveniente do padrdo MVP Il com
11,2% de concentrag@o. N=448 insetos; =taxa de variagdo da mortalidade nas proximidades da CL,;

CL,,=concentracéo letal para 50% dos individuos; g,=erro padrdo da estimativa ; ¢\, =erro padrio da

estimativa da CL,; IC=intervalo de confian¢a para CL,

Bioensaios t ) CL,, (ng.cm?) iy 95% - IC
1 -1,66 £ 0,24 0,18 0,037 0,10 - 0,26
2 -2,27 £ 0,40 0,09 0,008 0,08 - 0,11

Tabela 2. Suscetibilidade de Anticarsia gemmatalis a extratos de foliolos de soja Bt coletados em diferentes
periodos do ciclo da soja. N=448 insetos; =taxa de variagdo da mortalidade nas proximidades da CL,;
CL,,=concentracéo letal para 50% dos individuos expressa em ug de folha. pl'.cm?; o)=erro padrdo da

estimativa ; o ., =erro padréo da estimativa da CL; IC=intervalo de confianga para CL,

Amostra de folhas (DAP?*) to, CL,, (ug.ul'.cm?) (e 95% - IC
20/11/2017 (32) -3,60+ 1,03 1,69 0,14 1,40 - 1,98
01/12/2017 (43) -2,89 + 0,58 1,76 0,13 1,50 — 2,01
20/12/2017 (62) -2,24 + 0,37 2,07 0,20 1,65-2,49
08/01/2018 (81) -3,19+ 0,82 1,72 0,13 1,44 - 1,99
08/02/2018 (102) -3,34 £ 1,04 1,49 0,14 1,20-1,79
01/03/2018 (123) -1,95+ 0,25 2,59 0,28 2,00-3,17

*DAP — dias apds o plantio.
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Figura 1. Teor de proteina Cry1Ac (IC 95%) em folhas de soja BRS 1010 IPRO em diferentes periodos de
desenvolvimento da cultura, relativos aos bioensaios 1 e 2 com o padrdo de Cry1Ac.



