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Resumo

A soja geneticamente modificada com o gene sintético de Cry1Ac é uma alternativa ao controle
quimico de lepidopteros pragas na cultura da soja. Com a introdu¢do da soja Bt, tornam-se
necessarios estudos de analise de risco para prevenir a selegao de insetos resistentes e
também para compreender o nivel de suscetibilidade dos insetos-alvo a proteina Cry1Ac e com
isso iniciar um programa de manejo de resisténcia. O objetivo deste trabalho foi determinar a
suscetibilidade de Anticarsia gemmatalis Hubner, Pseudoplusia includens (Walker) e
Rachiplusia nu (Guenée) provenientes do Rio Grande do Sul a proteina Cry1Ac. Para
determinar a suscetibilidade foi utilizada a proteina sintética de Cry1Ac, MVPII (11,14%). Foram
testadas sete concentragcdes da proteina Cry1Ac, incorporadas na dieta artificial, apés
geleificacdo, em cada célula foi inoculada uma lagarta neonata. As lagartas foram mantidas na
dieta por sete dias, apds esse periodo avaliou-se a mortalidade e o peso das lagartas
sobreviventes. Observou-se que, em ordem decrescente de tolerancia, P. includens apresentou
menor suscetibilidade (CLs? 1,53 ug Cry1Ac.mI'1 de dieta) a proteina Cry1Ac, seguida por R. nu
(CLso 0,70 pg Cry1Ac.ml™’) e por ultimo A. gemmatalis, a qual foi a espécie com maior
suscetibilidade (CLs 0,04 pg Cry1Ac.ml™).

Introducgao

Embora a lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) seja
apontada como o principal inseto-praga por causar severas desfollhas em todas as regides
produtoras de soja (Gallo et al., 2002). A lagarta falsa-medideira, Pseudoplusia includens
(Walker) (Lepidotera: Noctuidae) tem ocasionado preocupacdo e reclamacéo dos produtores
desde a safra 2003/04 (Braga et al. 2011). Outras pragas da parte aerea sdo importantes em
regibes mais restritas como Crocidosema aporema (Walsingham) (Lepidoptera: Tortricidae) e
Rachiplusia nu (Guenée) (Lepidoptera: Noctuidae), R. nu ocorre principalmente na regido sul
do Pais (Corréa-Ferreira, B.S., 1980; Specht et al., 2006). Estudos sobre estas espécies foram
realizados na Argentina (Gamundi et al. 2004), entretanto ha necessidade de trabalhos mais
detalhados relativos as suas populagbes no Brasil.

A introdugdo da soja transgénica com o gene sintético de Cry1Ac no mercado
brasileiro, previsto para a safra 2012/13, é uma alternativa importante para diminuir as
aplicagbes de inseticidas quimicos. No entanto, a disponibilidade de toxina Bt em grandes
areas, leva a uma principal preocupacéao, que é a selecao de fendtipos resistentes a esta toxina
(Gould, 1998). Estudos de suscetibilidade a proteina Cry1Ac com as principais pragas-alvo sao
importantes para compreender seu nivel de suscetibilidade e determinar as doses diagndsticas
para futuro acompanhamento das possiveis alteragdes de suscetibilidade. Assim, este trabalho
teve por objetivo estudar a suscetibilidade de populagdes de A. gemmatalis, P. includens e R.
nu provenientes do Rio Grande do Sul.
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Material e Métodos

As populagdes de campo de P. includens e A. gemmatalis foram coletadas durante a
safra 2010/11 e a populagédo de R. nu coletada na safra 2011/12 (Quadro 1). As coletas foram
realizadas no inicio das infestagdes em campo, sendo que, em cada local foram coletadas 800
a 1000 lagartas, colocadas em gaiolas de madeira contendo folhas de soja, transportadas e
mantidas no laboratério da Embrapa Soja- Londrina, PR. O georreferenciamento foi realizado
com um aparelho de GPS portatil (Garmin Etrex, Olathe, Kansas), contendo o sistema de
datum WGS 84. Os adultos obtidos a partir destas lagartas foram mantidos em gaiolas para
oviposigdo. As lagartas foram criadas em dieta artificial, conforme protocolo de Hoffmann-
Campo et al. (1985), a temperatura de 26 + 2° C, 70 + 10% umidade e 14h de fotoperiodo. Para
P. includens e A gemmatalis os bioensaios foram realizados com lagartas entre a 2° e a 4°
geragao, ja para R. nu foram utilizadas lagartas entre a 6° e a 7° geragao.

Inseto Safra Localizagao Latitude (S) Longitude (W) Coleta

P. includens 2010/11 Selbach- RS 28° 61’ 52" 52° 95’ 33” 15/02/11
A. gemmatalis 2010/11 Cruz Alta- RS 28° 38 36.53 53° 17 18.38” 05/01/11
R. nu 2011/12 Bento Gongalves- RS 29° 05’ 001” 51° 31’ 448" 01/09/11

Quadro 1. Identificagdo das populagdes de noctuideos amostradas em soja em diferentes
municipios, coordenadas geograficas e datas de coleta.

O produto formulado utilizado da proteina sintética de Cy1Ac foi a MVP i
(Pseudomonas com Cry1Ac encapsulada da Dow Agrosciences, San Diego, EUA), contendo
11,14% de proteina Cry1Ac e foi mantida em freezer a temperatura de -20°C. As diferentes
concentragdes da proteina Cry1Ac utilizadas foram previamente diluidas em agua destilada e
colocadas em tubos plasticos graduados de 50 ml, com tampa, tipo Falcon. Em todos os tubos
foram colocados 4 ml da proteina diluida (ou somente agua destilada no tratamento controle) e
adicionado 36 ml de dieta artificial até completar o volume final de 40 ml. A proteina foi
incorporada na dieta por meio de um agitador do tipo Vortex e mantida em banho-maria na
temperatura de 56 = 1°C. Aproximadamente 1 ml de dieta contendo as diferentes
concentragdes da proteina foi colocada em cada célula das bandejas de bioensaio com 128
células (BIO-BA-128, CD International Inc., Pitman, NJ), com auxilio de uma pipeta de
repeticdo. Apds a geleificagdo da dieta, uma lagarta neonata de 0-24 horas de idade foi
inoculada em cada célula. As placas foram fechadas com laminas plasticas auto-adesivas
(BIO- CV-16, CD International Inc., Pitman, NJ) que permitiam as trocas gasosas com o
ambiente externo e mantidas em camara climatizada a 26 = 2°C e fotoperiodo de 14:10 (L:D) h.

Para os estudos de linha-basica de suscetibilidade foram testadas sete concentracdes
da proteina Cry1Ac. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 4 a 8
repeticdes para cada concentragdo, representadas por um grupo de 16 lagartas, sendo
testadas no minimo 64 lagartas por concentragéo. As lagartas foram mantidas na dieta por sete
dias a 26 + 2°C e 14 h de fotoperiodo. A atividade da proteina Cry1Ac foi verificada mediante a
avaliagdo de mortalidade e redugdo do peso das lagartas sobreviventes. Os dados de
mortalidade foram submetidos a analise de Probit para as estimativas das concentragdes letais
(CL) e respectivos intervalos de confianca (IC 95 %) por meio do programa estatistico POLO-
PC (LeOra Software, 1987). As lagartas sobreviventes foram pesadas e os dados referentes ao
peso médio das lagartas foram submetidos a andlise de regressdo nao-linear (Sims et al.,
1996) para as estimativas das concentragdes efetivas (CE), ou seja, a dose de Cry1Ac que
impede o crescimento das lagartas em relagdo ao tratamento controle ndo exposto, a analise
foi feita por meio do programa JMP verséo 8.0.2 (SAS Institute, 2004).

Resultados e Discussao

As Clss, estimadas para A. gemmatalis, P. includens e R. nu foram de 0,04 pg
CrylAc.ml”, 1,53 pg CrylAc.ml” e 0,70 ug Cry1Ac.ml’, respectivamente (Tabela 1). Ao se
estimar a Razao de Tolerancia, a partir dos valores obtidos na CLss, para as trés espécies
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estudadas, observou-se que as lagartas neonatas de P. includens foram as mais tolerantes a
proteina, sendo 38,25 vezes menos suscetiveis que A. gemmatalis e 2,18 vezes menos
suscetiveis que R. nu. Normalmente, quando P. includens é exposta a inseticidas quimicos e
biolégicos possui uma maior tolerdncia comparada a outras espécies de noctuideos, como A.
gemmatalis (Bobrowski et al., 2002). Com o inseticida biolégico Bt a diferenca entre P.
includens e A. gemmatalis é entre 1,5 a 5,6 vezes e de 1,4; 3,2 e 4,6 vezes para inseticidas
como metomil, metamidofés e permetrina, respectivamente (Morales et al., 1995). Em estudo
com a proteina purificada de Cry1Ac (80% Cry1Ac), observou-se que A. gemmatalis foi 16
vezes mais suscetivel que P. includens (Bernardi et al., 2012). Ao comparar a suscetibilidade
de P. includens com Heliothis virescens (Fabricius) a proteina Cry1Ac sintetizada observou-se
uma diferenca de 4,90 vezes, sendo H. virescens mais suscetivel a proteina Cry1Ac (Albernaz,
2011).

Tabela 1. Nivel de suscetibilidade (CLsq € CLgg) & proteina Cry1Ac em lagartas neonatas de
noctuideos.

Insetos n'  CLso/IC(95%) Clgo/ IC (95%) CA®+ (EP) X2 g™
Anticarsia gemmatalis 1152 0,04 0,27 2,14 +£0,13 3,40 4
(0,04 - 0,05) (0,22 -0,33)
Pseudoplusia includens 1024 1,53 5,97 2,78 £ 0,25 1,80 4
(1,31 -1,73) (4,95 -7,65)
Rachiplusia nu 1024 0,70 2,38 2,412 +0,18 1,53 4

(0,58 -0,81) (2,02 -291)

"n= numero insetos testados; “Concentracao letal (CL) e Intervalo confianca (IC) expresso em ug de
Cry1Ac ml™ dieta; 3 CA= coeficiente angular e EP= erro padrao, 4 g.l.= graus de liberdade.

Os valores estimados de CEssg para a populagdo de A. gemmatalis foi de 0,0028 ug
Cry1Ac.mI'1, para P. includens foi de 0,8300 ug Cry1Ac:.mI'1 e para R. nu de 0,3670 pg
Cry1Ac.mI'1'(TabeIa 2). A variagao da suscetibilidade foi de 296,43 vezes entre A. gemmatalis e
P. includens, 2,26 vezes entre P. includens e R. nu e de 131,07 vezes entre A. gemmatalis e R.
nu.

Tabela 2. Resposta das popula¢des de lagartas neonatas de noctuideos a proteina Cry1Ac em

artificial.

Inseto n' CEso/1C(95%) CEgo/ IC (95%)
Anticarsia gemmatalis 1152 0,0028 0,0328
(0,0021 - 0,0036) (0,027 - 0,0413)
Pseudoplusia includens 1024 0,8300 3,2477
(0,6301 - 1,1174) (1,8013 - 6,5626)
Rachiplusia nu 1024 0,3670 3,9835
(0,137 — 1,419) (0,642 — 1340,55)

"h= niimero de insetos testados; > Concentracdo efetiva (CE) e Intervalo de confianca (IC) expresso em pug

de CrylAc ml! dieta.

Infere-se que P. includens apresenta menor suscetibilidade a proteina Cry1Ac e
portanto o seu monitoramento para detectar alteragdes nos niveis de suscetibilidade deve ser
implementado com técnicas que incorporem esta maior tolerancia. Este racional é
principalmente em regides brasileiras que sdo produtoras da soja e algodao, pois o cultivo de
algodao Bt expressando a proteina Cry1Ac pode acelerar a evolugdo da resisténcia nas
populagdes de P. includens.
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Conclusodes

P. includens apresentou menor suscetibilidade (CLsy 1,53 pg Cry1Ac.mI'1 de dieta) a
proteina Cry1Ac, seguida por R. nu (CLsg 0,70 ug Cry1Ac.mI'1) e por ultimo A. gemmatalis, a
qual foi a espécie menos tolerante (CLsg 0,04 pg Cry1Ac.mI'1).
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