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Producéo da proteina CrylAc em algodao
transgénico e controle de lagartas

RESUMO

A proteina CrylAc expressada pelo algodoeiro Bollgard® deve conferir a planta resisténcia a lepidépteros-praga
durante toda a safra e sob variadas condi¢des de cultivo. Assim, em duas épocas, inicio dos periodos de alta
e de baixa precipitagéo no Nordeste brasileiro, foram realizados plantios de algodéo para quantificar a expressdo
da proteina CrylAc em diferentes partes da planta de algodao e, consequentemente, avaliar a eficacia de
controle de lagartas pela variedade Bollgard® Acala 90B. Lagartas de Alabama argillacea (Hiibner) e Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) foram confinadas respectivamente em ponteiros de plantas e em toda a planta em
campo e, em folhas, botéo floral e magad macia, em laboratdrio, para ambas as lagartas. A proteina CrylAc foi
quantificada por teste ELISA. A expressdo média de CrylAc (ug de CrylAc g de peso fresco) ao longo da
estacdo variou em funcéo das partes da planta de algoddo com maiores niveis nas folhas (0,28 1g), e menores
no botéo floral (0,101 ug), nas bracteas (0,067 ug) e na casca de macas (0,014 ug). Os niveis de CrylAc,
testado apenas em folhas de plantas submetidas ao estresse hidrico durante o periodo de baixa precipitagao,
foram similares aqueles produzidos por plantas sem estresse (0,21 versus 0,23 ug de CrylAc g de peso
fresco). O controle de A. argillacea foi obtido na variedade Acala 90B independente da parte da planta em
laboratério e campo, enquanto S. frugiperda exibiu mortalidade em Acala 90B similar a sua isolinha nao-Bt.

Palavras-chave: Curuqueré-do-algodoeiro, estresse hidrico, lagarta militar, resisténcia de plantas a insetos.

Production of Cry1Ac protein in transgenic cotton and
control of lepidoperan larvae

ABSTRACT

The CrylAc protein expressed by the Bollgard® cotton must confer to the plant a season long resistance against
lepidopteran pest under a range of cropping conditions. This study was conducted during two seeding seasons,
in the beginning of the high and the low rainfall season in the Northeast of Brazil, to investigate Cry1Ac production
by different parts of the plant Bollgard® variety Acala 90B and its efficacy against lepidopteran larvae. Larvae
of Alabama argillacea (Hiibner) and Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) were respectively caged on terminals
and whole cotton plants in the field, and cotton leaves, flower buds, and soft bolls in the laboratory for both
larvae. The CrylAc production was measured using ELISA assays. The mean levels of CrylAc (ug of CrylAc
g of fresh tissue) ranged according to the cotton plant parts across the season with higher levels in the leaves
(0.28 pg), followed in the flower buds (0.101 pg), in the square bracts (0.067 pg), and in the skin of the soft
boll (0.014 ng). Levels of CrylAc in cotton plants, assayed only in leaves, during low rain season were similar
to those produced by unstressed plants (0.21 versus 0.23 pg de CrylAc g of fresh tissue). A. argillacea is
efficiently controlled irrespective of parts of the Acala 90B plants in the laboratory and in the field, while
S. frugiperda exhibited mortality similar in Acala 90B and its isoline non-Bt.

Key words: Fall armyworm, water stress, cotton leafworm, host plant resistance
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INTRODUCAO

O manejo de pragas é um fator limitante para o cultivo
do algodéo, seja em pequena ou larga escala, pois muitas
vezes chega a representar 30% do custo total de producéo,
em consequéncia das inimeras pulverizacgdes exigidas para
o controle de insetos e &caros (Richetti et al., 2004). Desta
forma, o controle de pragas do algodoeiro acaba sendo um
fator condicionante da rentabilidade desta cultura. Entre os
principais avangos para o controle de pragas do algodoeiro
no Brasil, podemos citar a disponibilidade das variedades
de algoddo geneticamente modificadas com genes da
bactéria Bacillus thuringiensis (Bt). As variedades
disponibilizadas atualmente no Brasil produzem a proteina
CrylAc. A expressdo desta proteina do Bt em plantas de
algoddo confere a planta resisténcia a lagartas que atacam
as macds como Pectinophora gossypiella (Saund.) e
Heliothis virescens (Fabr.), bem como a lagarta desfolhadora
Alabama argillacea (Hubner), sendo todas consideradas
pragas chave da cultura (Almeida et al., 2008).

O algodoeiro Bt é cultivado nos Estados Unidos, Australia,
México, Africa do Sul, China, India, Argentina, Colémbia e
Brasil, com beneficios diretos como a redugdo de custos de
manejo de pragas, e indiretos, advindos da reduc¢éo no uso
de inseticidas (Brookes & Bartfoot, 2008; Torres et al.,
2009). Uma das grandes vantagens da adocdo do algodao
Bt é que o método de controle é fornecido ao produtor na
semente e é dessa forma que ela se apresenta como
instrumento-chave no manejo de pragas, promovendo a
resisténcia da planta as pragas-alvo. Desta forma,
independentemente do grau tecnoldgico do produtor, a
tecnologia torna-se de facil aplicagdo, como observado em
areas de pequenos produtores da Africa do Sul (Bennett et
al., 2006a), México (Traxler & Godoy-Avila, 2004), China (Pray
etal., 2002), e india (Bennett et al., 2006b). Por outro lado, 0
algodoeiro Bt com expressdo apenas da proteina CrylAc ndo
oferece controle satisfatorio para as diversas espécies de
lepidopteros praga do algodoeiro e, ainda, pode ter sua
expressdo influenciada por caracteristicas do ambiente e da
idade da planta (Sumerford & Solomon, 2000; Adamczyk et
al., 1998 e 2001; Torres et al., 2006).

Entre as pragas do algodoeiro, a lagarta militar Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) tem sido recentemente citada como
praga importante para esta cultura (Miranda & Ferreira, 2005;
Martinelli et al., 2007). Este status, ainda, é mais preocupante
em virtude de sua baixa susceptibilidade a proteina Cry do
Bt (Adamczyk & Gore, 2004). Espécies como Spodoptera
exigua (Hubner) apenas sofrem controle de certa forma
supressivo pela CrylAc, em virtude do prolongamento da
fase de larva e menor fecundidade (Stewart et al., 2001;
Adamczyk & Gore, 2004).

A variacdo na producdo de proteinas Cry nas plantas
modificadas pode comprometer o desempenho do controle das
pragas-alvo. A variagdo na produgdo pode ocorrer ao longo
da estagdo de acordo com a idade da planta e de acordo com
a parte da planta, da variedade transformada, e do local de
plantio, supostamente devido as condi¢des edafoclimaticas
(Torres et al.. 2009). Como o Brasil iniciou o cultivo em larga

escala de variedades Bt, é importante verificar o potencial de
produgdo da proteina CrylAc sob as nossas condigdes de
cultivo e, ainda, fornecer base de dados para futuro
monitoramento da producéo da proteina CrylAc em estudos
comparativos entre regides, variedades e condigdes de cultivo.
Assim, o0s objetivos neste trabalho foram estudar a produgdo
da proteina CrylAc em plantas de algoddo variedade Acala
90B (Bollgard®) em diferentes idades ao longo do seu
desenvolvimento (25, 55, 93, 127 e 132 dias) ap0s o plantio,
estudar o efeito do estresse hidrico na producdo de CrylAc
pelo algodoeiro Bt e avaliar a sobrevivéncia e o peso de
lagartas de A. argillacea e S. frugiperda quando confinadas
em plantas de algoddo Bt em comparacéo a plantas nao-Bt.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos durante duas épocas
de cultivo: periodo regular de plantio durante a estagdo de
chuvas e periodo de transi¢do para o periodo de seca.
A precipitacdo acumulada durante 158 dias de experimento
(27/5 a 5/10/2007) foi de 1017 mm. O segundo periodo de
cultivo adotado neste experimento para a submissdo das
plantas ao estresse hidrico foi realizado com o plantio em
1/9/2007. Neste periodo, considerado de transicdo entre
periodo das chuvas e seca, as avaliagbes foram conduzidas
de 1/7 a 30/10/2007, sendo a precipitacdo acumulada de
27,5 mm. Para manter as plantas neste periodo de estresse
hidrico, a metade da parcela foi irrigada e recebeu
adicionalmente 94 mm de agua.

Plantio de algoddo

O plantio de algodédo Bt Bollgard® (Acala 90B) e de sua
isolinha ndo-Bt (Acala 90) foi realizado empregando um
delineamento em blocos ao acaso com trés blocos contendo,
em cada um deles, as duas variedades de algod@o, compostos
de 22 fileiras de 25 m de comprimento como parcela para
avaliacdo. O preparo do solo para o plantio consistiu de
aracdo e gradagem. A adubacdo de plantio consistiu de 10 g
de NPK 4-14-8 por cova, enquanto duas adubacdes de
cobertura foram feitas aos 35 e 70 dias apds o plantio com
10g de uréia por planta. O controle de ervas daninha foi feito
com aplicacdo, aos 11 dias apds o plantio, de herbicida
(mistura de Fusilade® e Staple® 20+20mL p.c. 20L1), além de
duas capinas manuais aos 30 e 50 dias e aplicacdo direcionada
do herbicida Roundup® (150 mL p.c.20L-1) aos 70 dias apds o
plantio.

O plantio no periodo de transi¢do para a seca foi realizado
empregando o mesmo procedimento e delineamento acima
descrito. No entanto, o tamanho da parcela foi de 10 fileiras
de 12 m de comprimento, sendo trés com a variedade
Bollgard® (Acala 90B) e trés com a isolinha néo-Bt (Acala 90).
As plantas das duas variedades receberam irrigacdo até 25
dias apdés o plantio, quando foram submetidas aos
tratamentos: estresse hidrico (sem irrigacdo) e tratamento
continuado com a irrigagdo. Assim, trés talhdes de 10 fileiras
foram submetidos ao estresse hidrico e trés talhdes
continuaram recebendo irrigacdo. O periodo em que as plantas
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foram submetidas ao estresse hidrico foi de 35 dias entre
25/09 e 30/10/2007.

As condigdes abidticas foram monitoradas a intervalos de
30 min de 20/5 a 30/10/07 utilizando WatchDog datalogger
(Spectrum™ Technologies, Inc.) e resultou em temperatura
média de 22,8°C (minimia de 16,7°C e méaxima de 32,5°C),
umidade relativa do ar média de 67% (45 a 100%) e
fotoperiodo entre 12 a 13h de luz.

Quantificacao da proteina CrylAc

A producédo de CrylAc pelas plantas foi determinada em
folhas expandidas do topo da planta e das demais partes da
planta como brécteas, botdo floral, casca de macgés e sementes
de magds firmes, durante o desenvolvimento das plantas no
periodo das chuvas de maio a setembro dependendo da
disponibilidade das respectivas partes (Tabela 1). As coletas
de folhas para as analises procederam nos dias 21/6, 20/7,
28/8, 30/9 e 06/10, correspondente a cinco idades de plantas:
25, 55, 93, 127 e 132 dias apds o plantio.

Durante o periodo de transicdo para a seca, a produgdo
da proteina foi quantificada apenas em folhas expandidas do
topo da planta, pois se trata do principal tecido utilizado pelas
lagartas desfolhadoras e é onde a expressao de CrylAc é mais
elevada (Perlak et al., 2001; Greenplante et al., 2003). A
quantificacdo de CrylAc foi realizada a partir de duas coletas
de amostras de folhas expandidas do topo das plantas feitas
aos 10 e 20 dias apds as plantas terem sido submetidas ou
ndo ao estresse hidrico (12/10 e 22/10/2007).

A coleta de material (folhas, brécteas, botdo floral e casca
de macas) foi realizada, aleatoriamente, em seis plantas dentro
de cada parcela no periodo das chuvas (trés repeticdes por
tratamento), bem como no periodo de transi¢do para a seca
nos talhdes com e sem irrigagdo. A coleta de folhas e bracteas
consistiu do dobramento da folha na sua nervura principal,
colocada sobre um microtubo de 1,5 mL que teve a sua tampa
pressionada retirando-se um disco de folha de
aproximadamente 5 mm de diametro por folha. O mesmo foi
realizado com as bracteas. O botdo floral e as magds foram
coletados inteiros e, no laboratorio, foi retirada a amostra com
0 uso de estilete. Do botdo floral foi cortado apenas um disco
transversal na sua parte mediana de no minimo cinco plantas
por repeticdo, enquanto foi retirada das macds apenas a
casca. Sementes de macés firmes (uma por magé de cinco
magas) foram retiradas e congeladas. No momento da extracéo,
100 mg de endosperma foi submetido a analise. Apos a coleta,
o material foi colocado em caixa térmica com gelo e conduzido
para o laboratério, onde foi acondicionado em freezer a
temperatura de -20°C, até a extracdo e a quantificacdo da
proteina CrylAc.

A extracdo consistiu do maceramento de cada amostra de
material vegetal (100 mg de peso fresco) em solugdo PBST
(Phosphate Buffered Saline + Tween 20) na diluicdo de 1:10
(p/v). A quantificagdo foi feita utilizando-se Kits para ELISA
PathoScreen adquiridos da Agdia (Agdia® Inc., Elkhart, IN).
Acompanhado ao kit foi adquirido CrylAc purificada na
concentragao de 40 ng, permitindo dilui¢des para concentracoes
de 40 a 0,625 ng para a construcdo da curva padrdo de
deteccdo. A conducdo do teste de ELISA. leitura e

interpretacdo dos resultados seguiram a metodologia descrita
por Torres et al. (2008).

A quantidade de CrylAc detectada entre plantas
submetidas aos tratamentos com e sem estresse hidrico foi
comparada pelo teste “t” de Student a 5% de probabilidade
(SAS Institute, 2001).

A quantidade de proteina CrylAc em lagartas de
A. argillacea e S. frugiperda sobreviventes em algoddo Bt
de campo foi determinada empregando o mesmo procedimento
descrito anteriormente para amostras de folhas através do
maceramento de todo o contelido em PBST. No entanto, foi
empregada a diluicdo de 1:5 (p/v) devido a baixa concentracdo
de CrylAc adquirida, usualmente detectada em lagartas
alimentando-se de plantas de algoddo Bt (Torres et al., 2006).
Todas as lagartas sobreviventes de A. argillacea foram
utilizadas na amostra devido ao reduzido tamanho e ao
pequeno nimero de individuos sobreviventes (n = 5 lagartas
de terceiro instar). Para S. frugiperda, no entanto, foram
utilizadas de 10 a 12 lagartas para compor amostras de
100 mg de material fresco.

Atividade bioldgica em campo com Alabama argillacea

A mortalidade de lagartas do curuqueré-do-algodoeiro
A. argillacea confinadas em ponteiros de planta, em campo
foi investigada por meio de infestacGes artificiais com
lagartas de 48 h de idade e previamente alimentadas com
folhas de algoddo BRS Verde. O confinamento de lagartas
em algodoeiro no periodo de alta precipitacdo foi iniciado
em 3/7/2007 (plantas com 37 dias ap0s o plantio). As lagartas
de A. argillacea foram obtidas da criacdo do laboratério
iniciada com pupas coletadas em algod&o, no municipio de
Rio Verde, GO, e mantidas conforme descrito em Oliveira et
al. (2002).

O confinamento de lagartas consistiu de dois tratamentos
(plantas Bt e ndo-Bt) e trés datas de confinamento simulando
trés geracdes sucessivas para A. argillacea (3/7, 28/7 e 25/8),
empregando 10 repeticdes (gaiolas) com 10 lagartas cada,
totalizando 100 lagartas avaliadas em cada data de
confinamento e tratamento.

O confinamento de lagartas de A. argillacea nos ponteiros
das plantas de algod&o incluindo folhas, botdes florais, flores
e até mesmo magas pequenas (~1cm de didametro), foi realizado
utilizando gaiolas de “voil” de 30 x 60 cm (largura x
comprimento) instaladas sobre as plantas em campo. A
extremidade superior dessa gaiola é fechada e a extremidade
inferior aberta, mas possui corddo revestido na sua borda
utilizado para o seu fechamento. O ponteiro foi colocado no
interior da gaiola que, posteriormente, foi fechada amarrando-
a na haste das plantas. As gaiolas possuem uma abertura
longitudinal fechada com ziper de 30 cm que permitiu acesso
as plantas no interior das gaiolas para liberacdo das lagartas.

No algodoeiro cultivado no periodo de transi¢do com baixa
precipitacdo, apenas um confinamento de lagartas de
A. argillacea foi realizado. O confinamento foi conduzido na
segunda data de coleta de amostras para a analise de CrylAc
realizada em 22/10/07 (20 dias ap6s as plantas terem sido
submetidas ao estresse hidrico). Assim, o delineamento
adotado foi inteiramente casualizado com dois tratamentos



512 R. L. Santos etal.

(plantas Bt com e plantas Bt sem irrigacdo) e 10 repeticOes
com 10 lagartas cada repeticéo.

Procedeu-se a avaliagdo cinco dias ap6s o confinamento.
Os ponteiros das plantas contendo as lagartas confinadas em
gaiolas foram cortados e levados para o laboratorio para
avaliacdo com a contagem e pesagem das lagartas vivas.

Atividade bioldgica em campo com Spodoptera frugiperda

As lagartas de S. frugiperda utilizadas nas infestagdes
foram obtidas de criacdo de laboratério que teve inicio com
posturas coletadas em plantas de milho na mesma area
experimental. A criagdo de lagartas foi realizada com folha de
milho, enquanto as pupas e os adultos foram criados
semelhantemente a A. argillacea. O confinamento de lagartas
de S. frugiperda foi realizado com lagartas de 48 h de idade,
previamente alimentadas com folhas de algoddo BRS Verde,
em laboratério. O procedimento experimental foi 0 mesmo
empregado com lagartas de A. argillacea, diferindo quanto
as datas de infestagdo, tamanho da gaiola e tempo de
confinamento. As infestagbes de lagarta foram
correspondentes a apenas duas geracdes (28/07 e 04/09)
quando as plantas ja apresentavam estruturas reprodutivas
(63 e 98 dias de plantio), preferidas pelas lagartas de
S. frugiperda (Barros et al., 2010a). As gaiolas empregadas
foram também de tecido “voil”, porém com 100 x 80 cm,
suspensas em armacao cilindrica de vergalh&o. O uso dessas
gaiolas permitiu as lagartas acesso a todas as estruturas da
planta devido ao seu comportamento de alimentagdo que além
de folhas, também alimentam-se de estruturas reprodutivas
(Barros et al., 2010a). Devido ao desenvolvimento mais lento
de S. frugiperda, alimentando-se em algodoeiro, comparado
ao curuqueré, a avaliacdo procedeu-se aos sete dias apds o
confinamento das lagartas.

Atividade biol6gica em laboratério

O estudo de laboratério foi conduzido para obter o
confinamento de lagartas em partes especificas da planta que
ndo foram possiveis de isolamento em campo. Lagartas de
ambas as espécies A. argillacea e S. frugiperda foram
utilizadas ainda neonatas para evitar qualquer
condicionamento ao alimento, e a avaliacdo procedeu-se aos
cinco dias ap6s o confinamento em virtude da durabilidade
do material utilizado retirado da planta. Assim, lagartas de A.
argillacea foram confinadas em folhas e botdes florais com
bracteas. Este estudo foi conduzido simultaneamente ao
confinamento de lagartas em planta no campo. A sobrevivéncia
(% de lagartas vivas) e o peso de 100 lagartas distribuidas
em 10 repeti¢Bes foram determinados para cada parte da planta
de algoddo Bt (Acala 90B) e sua isolinha ndo-Bt (Acala 90).
O confinamento das lagartas sobre as folhas de algodao foi
realizado empregando-se placas de Petri de 11,3 x 1,5 cm,
forradas com papel de filtro levemente umedecido com agua
destilada, sobre o qual foi disposto um disco de folha de
10 cm de diametro. Sobre cada disco de folha foram liberadas
10 lagartas. Apos a infestagdo com as lagartas, a placa de Petri
foi tampada e sua lateral vedada com filme de PVC.

Para o confinamento de lagartas no botdo floral foram
empregados tubos de vidro de fundo chato de 8.3 x 2,2 cm,

onde foram colocados dois a trés botdes florais com brécteas
e 10 lagartas. Estes tubos foram vedados com chumaco de
algodao hidrofilico.

Além disso, foi incluido, também, o confinamento de
lagartas sobre macd macia ao tato das duas variedades Bt e
ndo-Bt, em laboratdrio. O confinamento das lagartas foi
realizado empregando um organizador plastico que possui 18
compartimentos individualizados retangulares de 3x2,5x3cm
(comprimento, largura e altura). No interior deste organizador
foram colocadas uma macé de 1,5-20 cm de didametro em cada
compartimento do organizador e 10 lagartas neonatas de
S. frugiperda. Assim, cada compartimento foi considerado
como sendo uma repeticdo. Em seguida, foi colocado papel
mata-borrdo no interior da tampa para auxiliar a vedacao
evitando o escape de lagartas e também retencdo de umidade
liberada pela macd. As avaliacBes procederam-se para a
determinacdo da sobrevivéncia e peso das lagartas apos
cinco dias de confinamento nas referidas condicGes entre
plantas Bt e ndo-Bt. Os resultados foram comparados entre
tratamentos de plantas Bt e ndo-Bt pelo teste “t” de Student
a 5% de probabilidade (SAS Institute, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A produgéo da proteina CrylAc (ug de CrylAc g1 de peso
fresco) variou consideravelmente em fungdo das partes das
plantas de algoddo Bt Acala 90B (Tabela 1). A quantidade de
CrylAc em botdes florais e casca de macds resultaram em
niveis ndo detectaveis inferiores que 0,675 ng. Também, niveis
menores de CrylAc foram detectados nas bracteas em
comparagdo aqueles encontrados nas folhas (Tabela 1).

A proteina produzida em folhas expandidas do ponteiro foi
relativamente estavel, sempre superior a 0,20 ug de CrylAc g*
de peso dos 25 (inicio da floracdo) aos 132 dias (maturacédo)
apds o plantio. No entanto, uma suave reducdo da quantidade
de proteina nas amostras de folhas aos 55 e 93 dias de idade
de plantas é observado (Tabela 1). Esta variagdo ao longo da
estacdo pode ocorrer em funcdo de varios fatores e tem sido
comumente encontrada em outros estudos e variedades
(Adamczyk & Sumerford, 2001; Adamczyk et al., 2001; Torres
et al., 2006). O importante € que a quantidade produzida seja
suficientemente segura para o controle das pragas alvo como
demonstrado no confinamento tanto em campo como em
laboratorio para o curuqueré (Tabela 2).

O plantio do algodoeiro Bt no periodo de transi¢do para a
seca submetendo as plantas a condicdo de estresse hidrico
possivelmente nos cultivos de safrinha, ndo alterou a
producédo de CrylAc medida na folha expandida do topo aos
10 dias (t;1= 2,47; P = 0,1307) e aos 20 dias (t;; = 1,23;
P = 0,2312) entre plantas submetidas ou ndo ao estresse
hidrico, bem como para plantas mantidas nas mesmas
condigdes entre 10 e 20 dias (Figura 1).

A condicéo de estresse hidrico pode ndo somente ocorrer
na época de baixa precipitacdo, mas também através de
veranicos durante o verdo chuvoso ou em plantios safrinha.
A sobrevivéncia de A. argillacea confinadas aos 20 dias apds
submissdo das plantas ao estresse hidrico, tanto nos
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Tabela 1. Estimativa de Cry1Ac (g de CrylAc gt de peso fresco) em diferentes partes da planta de algodao Acala 90B em diferentes idades da planta e em
lagartas alimentadas com Acala 90B

Table 1. Estimative of CrylAc protein (g of CrylAc g of fresh weight) in different parts of the cotton plantAcala 90B under different plant ages and in larvae
feeding with Acala 90B

Materiais Datas de coleta (dias apds plantio)

21/06(25 dias) 20/07(55 dias) 28/08(93 dias) 30/09(127 dias) 06/10(132 dias)
Folha 0,331(0,30 - 0,35)! 0,206(0,19 - 0,22) 0,223(0,19 - 0,25) 0,301(0,27 - 0,32) 0,316(0,29 - 0,34)
Bractea @ 0,094(0,084 - 0,104) 0,058(0,050 - 0,065) - 0,049(0,035 - 0,062)
Botéo floral 0,106(0,098 - 0,113) 0,073(0,067 - 0,078) 0,178(0,170 - 0,185) 0,043(0,041 - 0,044)
Casca macd macia 0,011(0,003 - 0,018) 0,017(0,015 - 0,018)
Endosperma ND®)

0,065(0,063 - 0,066)
0,151(0,127 - 0,174)

Lagarta S. frugiperda
Lagarta A. argillacea

1 Média e intervalo de confianga da média a 95% de probabilidade
2 Material néo coletado nestas datas

3 Material analisado para CrylAc, sem a detecgdo da toxina em nivel de 0,625 ng/grama de peso fresco de material vegetal analisado

Tabela 2. Sobrevivéncia e peso de lagartas de Alabama argillacea criadas em algodoeiro Bt (Acala 90B) e sua isolinha ndo-Bt (Acala 90) durante cinco dias de
confinamento em diferentes partes das plantas, em laboratdrio, ou em ponteiros das plantas, em campo. Paudalho, PE, 2007

Table 2. Survival and weight of Alabama argillacea larvae raised in Bt-cotton (Acala 90B) cotton plant and its isoline non-Bt (Acala 90) caged during five days on
different parts of the plants in the laboratory, and on plant terminals in the field. Paudalho, PE, 2007

Material Idade da lagarta DAP(®) Sobrevivéncia (%) Peso (mg) (x = EP)

Laboratério

Folha néo-Bt Primeiro instar 37 86 6,7 +£ 0,91
62 80 4,6 + 0,46
87 82 55+ 0,71
Folha Bt Primeiro instar 37 3 1,1 + 0,120
62 1 0,60
87 0 -
Botdo + bractea ndo-Bt Primeiro instar 63 40 1,2 + 0,06
87 72 1,7 £ 0,10
121 67 2,0 £0,29
Botdo + bractea Bt Primeiro instar 63 0 -
87 0 -
121 0 -
Maca nédo-Bt Primeiro instar 121 61 43 + 1,59
Magd Bt Primeiro instar 121 0 -
Folha nao-Bt Terceiro instar 121 86 12,9 £ 0,92
Folha Bt Terceiro instar 121 0 -
Campo
Ponteiro nao-Bt Primeiro instar 37 65 5,6 + 0,19
62 81 42 + 0,13
87 30 3,7 £ 0,23
Ponteiro Bt Primeiro instar 37 1 2,82
62 1 0,6
87 0 -
Ponteiro n&o-Bt Terceiro instar 121 55 @
Ponteiro Bt 121 5 @

1 Dias apos plantio

2 Niimero de amostras ndo suficiente para andlise estatistica

3 Nas avaliacdes em campo ndo foram obtidos pesos das lagartas sobreviventes nas plantas ndo-Bt e Bt, pois essas foram congeladas imediatamente para quantificacdo de CrylAc
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Figura 1. Producéo da proteina Cry1Ac nas folhas expandidas do topo de
plantas do algodoeiro Bt Acala 90B em duas idades durante o periodo de
baixa precipitacdo com e sem irrigagdo. Paudalho, PE, 2007. Médias néo
diferiram entre idade de plantas e tratamentos pelo teste de t ao nivel de 5%
de probabilidade

Figure 1. Production of Cry1Ac in the upper fully expanded cotton leaves from
the Bt-cotton variety Acala 90B at two plant ages during the dry season with
and without irrigation. Paudalho, PE, Brazil, 2007. Means do not differ
between plants age and with and treatments by the t-test at 5% significance
levels

ponteiros de plantas em campo como em folhas do algodao
Bt, em laboratério, foi de 0%, comparado a 61 e 85% de
sobrevivéncia no ponteiro e folhas de algoddo ndo-Bt. A
ocorréncia de veranicos, que sdo estiagens temporarias
durante o periodo de chuvas (Castro Neto & Villela, 1986),
certamente interfere na fisiologia da planta. O resultado do
estresse hidrico se d& com a paralisagdo temporéaria de
crescimento, perdas acentuadas de estruturas reprodutivas
(Pettigrew, 2004), o que pode também interferir na producéo
da proteina CrylAc (Rochester, 2006) e, consequentemente,
na eficécia de controle. Rochester (2006) observou uma
reducdo de aproximadamente 20% na producéao de CrylAc na
variedade Sicot 289RRi quando submetida a condicdo de
estresse hidrico.

A variabilidade da quantidade de CrylAc produzida entre
partes da planta pode ser comum em fun¢do de diversos
fatores do ambiente que podem interferir na fisiologia da
planta. O monitoramento da producdo de CrylAc entre as
partes da planta de algoddo é importante em virtude do
comportamento de ataque das diferentes espécies de
lepiddpteros-praga do algodoeiro. A producéo de CrylAc na
planta ocorre em funcdo do promotor génico utilizado no
processo de transformacdo, dos retrocruzamentos para a
transferéncia da caracteristica desejada (expressédo da proteina
Cry) da planta transformada, da variedade elite a ser cultivada
e das condices edafoclimatias (revisdo em Torres et al., 2009).
Além disso, como a expressdo da proteina é de forma
constitutiva, por sua vez, podera ser influenciada pelos fatores
do ambiente como a umidade do solo. Assim, pode ser
também varidvel entre localidades e condig¢des de cultivo
como sequeiro, safrinha ou irrigado. No processo de

transformagdo do algodoeiro Bt, o sitio de expressdo da
Cry1Ac é predominante no citoplasma das células dos tecidos
verdes. Desse modo, espera-se encontrar maiores
concentragfes da toxina nas partes com maior atividade
metabolica e mais rica em cloroplastos como as folhas (Tabela
2). O nivel de proteina encontrado nas folhas neste estudo
confere garantia de controle para as lagartas de A. argillacea,
bem como para Heliothis virescens Fabr., com base nas
concentracdes letais de CrylAc determinada para esta ltima
espécie (Perlak et al., 2001). Por outro lado, ndo existe resultado
de linha base de susceptibilidade de A. argillacea a proteina
CrylAc para comparacdo, e os resultados encontrados
mostram que esta espécie é altamente susceptivel a esta
proteina expressada nas diferentes idades e partes do
algodoeiro Bollgard (Acala 90B).

Lagartas neonatas do curuqueré apresentaram
sobrevivéncia acima de 80%, em laboratério, quando
confinadas em folhas (Tabela 2). Entretanto, observa-se que
0 peso das lagartas apds confinamento foi variavel quando
estas foram confinadas nas partes reprodutivas como botfes
florais e magds macias ao tato, em comparagdo aquelas
confinadas em folhas. Este resultado corrobora com
observacOes de campo em que 0 curuqueré comporta-se
predominantemente como desfolhador do algodoeiro atacando
estruturas reprodutivas apenas quando em altas infestagdes
por ocasido de desfolha acentuada das plantas induzindo uma
situacéo de escassez do alimento preferido. Portanto, o0 menor
peso e sobrevivéncia nas partes reprodutivas do algodoeiro
ndo-Bt é plausivel.

Em campo, a sobrevivéncia foi variavel para lagartas de A.
argillacea (30 a 61%) em algodoeiro ndo-Bt em virtude de
inimeras varidveis ndo controladas como, por exemplo, a
predacgdo por formigas. Em contrapartida a sobrevivéncia de
lagartas neonatas, confinadas em algodoeiro Bt, foi de duas
de 300 lagartas confinadas durante trés avaliacGes (Tabela
2). Entretanto, para lagartas de terceiro instar, foram
encontrados 5% de lagartas vivas confinadas no ponteiro
do algodoeiro Bt (Tabela 2). A sobrevivéncia de lagartas de
H. zea, por exemplo, em estruturas do algodoeiro Bt como
pétala, é possivel (Gore et al., 2001), o que ndo tem sido
observado para lagartas neonatas e de quinto instar do
curuqueré (dados ainda ndo publicados). Foi observado que
as lagartas sobreviventes quase néo se alimentaram das
folhas, mas a alimentagdo foi suficiente para ingerir a
proteina detectada em seu corpo (0,151 + 0,012 pg/grama de
peso fresco; n = 5 lagartas sobreviventes quando confinadas
em ponteiro do algodoeiro Bt) (Tabela 2). Isto indica que
possivelmente em um maior periodo de avaliagéo elas ndo
seriam encontradas vivas.

Ao contrério dos resultados encontrados para o curuqueré,
ndo foi observado efeito pronunciado da variedade Bt Acala
90B, sobre lagartas de S. frugiperda, quanto a sobrevivéncia
e peso (Tabela 3). As diferencas observadas entre as
variedades sdo apenas parciais devido a uma grande
variabilidade na sobrevivéncia e ganho de peso durante o
periodo de confinamento em campo e, portanto, um efeito
subletal ndo pode ser claramente afirmado com base nestes
resultados, pois este efeito pode ser oriundo de outras
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variaveis nao controladas ao nivel de campo. A
sobrevivéncia de lagartas de S. frugiperda pode ser
considerada baixa em ambas as variedades Bt e ndo-Bt. A
acentuada presenca do gossipol nas folhas e bracteas
possui efeito de antibiose para S. frugiperda, tanto que a
ocorréncia desta lagarta em algodoeiro é tida como
esporadica embora ocorra perda significativa, em especial,
quando passam a somar o complexo de lagartas que atacam
as macds do algodoeiro (Miranda & Ferreira, 2005). Vale
salientar que em macéds com sementes ainda nao definidas
ndo se detecta a presencga de gossipol (Meyer et al., 2004),
0 que permite o desenvolvimento e a reprodugédo de
S. frugiperda com sucesso em comparagdo a folhas do
algodoeiro (Barros et al., 2010b).

As variedades geneticamente modificadas de algodoeiro
com apenas a producdo da proteina CrylAc nédo sdo
consideradas eficientes contra S. frugiperda, mas poderiam

atuar de forma supressiva proporcionando prolongamento
da fase larval e menor peso, como observado sobre outras
espécies de Spodoptera (e.x.: S. exigua) (Stewart et al.,
2001; Adamczyk & Gore, 2004). Entretanto, menor peso foi
observado em apenas um dos confinamentos de lagartas
de primeiro instar em campo, apesar dos diversos testes
de laboratdrio e campo empregando diferentes partes da
planta (Tabela 3). A baixa sobrevivéncia em ambas as
variedades em campo, é um resultado comum para S.
frugipeda, o que corrobora com resultados de Ali & Lutrell
(1990) e Barros et al. (2010a), e ndo permite diferenciar o
efeito da alimentagdo em Bt ou em ndo-Bt. Por outro lado,
quando as proteinas Cry2Ab sdo adicionadas a CrylAc no
algodoeiro Bollgard™ Il ou Cry1F e CrylAc no algodoeiro
Widestrike®, obtém-se controle satisfatorio para S.
frugiperda (Adamczyk et al, 2001; Greenplate et al., 2003;
Adamczyk & Gore, 2004).

Tabela 3. Sobrevivéncia e peso de lagartas de Spodoptera frugiperda criadas em algodoeiro Bt (Acala 90B) e sua isolinha ndo-Bt (Acala 90) durante cinco dias de
confinamento em diferentes partes das plantas, em laboratdrio, ou em ponteiros das plantas, em campo. Paudalho, PE, 2007

Table 3. Survival and weight of Spodoptera frugiperda larvae raised in Bt-cotton (Acala 90B) cotton plant and its isoline non-Bt (Acala 90) caged during five days
on different parts of the plants in the laboratory, or in plant terminals in the field. Paudalho, PE, Brazil, 2007

Algodao Idade da lagarta DAPWY) Sobrevivéncia (%) Peso (mg) (x = EP)

Laboratério

Folha nao-Bt Primeiro instar 63 46 55+ 1,34
98 75 6,4 + 1,80
136 37 11,6 + 1,15

Folha Bt Primeiro instar 63 46 53 + 1,02
98 42 57 + 1,58
136 48 8,1+ 0,73

Botdo floral + bractea nédo-Bt Primeiro instar 63 41 3,4 £ 0,46
98 54 3,1+0,32
136 29 7,1+ 1,27

Botdo floral + bractea Bt Primeiro instar 63 52 2,6 £0,27
98 35 5,8 + 0,57
136 37 5,4 + 0,55

Maca nédo-Bt Primeiro instar 100 24 7,3 £ 1,45

Magd Bt Primeiro instar 100 20 6,3 £ 1,65

Campo

Ponteiro ndo-Bt Primeiro instar 63 1 51 + 1,38*
98 15 47 + 1,20

Ponteiro Bt Primeiro instar 63 4 2,4 + 0,60
98 12 3,8+ 1,01

1 Dias apés plantio

*Médias de peso diferentes entre variedades Bt e ndo-Bt, para a mesma data de infestacéo, pelo teste t a 5% de probabilidade
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CONCLUSOES

A expressdo da proteina Cry1Ac varia em funcéao das partes
da planta de algodéo Bollgard® Acala 90B.

O cultivo do algoddo Bollgard® em condicdes de baixa
precipitagdo por curto periodo de tempo ndo altera a produgéo
de CrylAc nas suas folhas.

A expressdo da proteina CrylAc em todas as partes da
planta de algoddo é eficaz para o controle de A. argillacea.

O algodoeiro Bollgard® Acala 90B, produzindo apenas a
proteina Cry1Ac, ndo possui acdo supressiva em lagartas de
S. frugiperda.
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