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RESUMO: Procedeu-se a avaliacdo do nivel de infestagdo e respectivos danos associados a presen-
ca das lagartas Spodoptera frugiperda e Helicoverpa zea, em dois milhos hibridos geneticamente
modificados (OGM), Dekalb DKB390 e Agroceres AG8088, que expressam a proteina CrylAb. Foi
estabelecido em blocos casualizados, com dois fatores (hibrido e gene crylAb), sendo utilizadas
como controles os mesmos hibridos sem a proteina CrylAb (NOGM). A concentra¢do da proteina
CrylAb foi determinada pela técnica ELISA em caules, folhas e graos dos milhos OGM, previa-
mente desidratados por liofilizagdo. A contabilizacdo do ntiimero de lagartas de S. frugiperda e
danos associados foi realizada aos 15, 22, 29, 36 e 42 dias apds a semeadura, segundo uma escala
com 5 niveis (0-auséncia praga; 5-planta morta). A contabilizagdo do ntimero de lagartas de H. zea
e danos associados foi realizada aos 57, 71, 78 e 85 dias apds a semeadura, segundo uma escala com
4 niveis (0-auséncia praga; 4- o inseto penetrou até o sabugo, nao se aprofundando mais que 3 cm).
O numero de larvas foi contabilizado segundo dois niveis, menores ou iguais a 15mm e maiores
de 15mm. Nenhuma aplicacdo inseticida foi realizada nos talhdes com milhos OGM enquanto os
talhdes com milhos NOGM foram pulverizados com uma aplicacdo de deltametrina (2,8%) 42 dias
apo6s a semeadura. O nivel de infestacdo e danos associados a S. frugiperda foram significativa-
mente menores (p<0,05) nos milhos OGM em comparagdo com os milhos NOGM. Todavia, o
namero e danos associados a lagartas de S. frugiperda inferiores a 15 mm, foram superiores no
milho OGM DKB390 quando comparado com o milho OGM AG8088. Nao se verificaram diferen-
¢as no nivel de infestacdo por lagartas-do-cartucho e danos associados entre milhos OGM e entre
milhos NOGM. Em média, a concentracdo da proteina associada ao gene crylAb foi superior nas
folhas e caules em comparagdo com a concentragdo presente nos graos e, em média, superior no
milho OGM AGB8088 relativamente ao milho OGM DKB390. Nao foram encontradas diferencas no
nivel de danos causados por lagartas de H. zea no milho AG8088 OGM e NOGM, ap6s 71, 78 e 85
dias da semeadura. Conclui-se que embora os milhos OGM tenham sido eficientes na limitagdo
das duas pragas, foram mais eficientes na limitagdo de S. frugiperda em comparacdo com H. zea
resultado que estara associado a maior concentracdo da proteina nas folhas (8,062 ug/g de tecido
fresco) e caules (5,626 ug/g de tecido fresco), em comparagdo com a existente no grao (0,372 ug/g
de tecido fresco). Por sua vez, o teste ELISA foi eficiente na quantificacdo da proteina CrylAb em
tecidos vegetais de milho.
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CRY1AB PROTEIN QUANTIFICATION IN LEAVES, STEMS AND GRAINS, AND EFFECTIVENESS
TO CONTROL Spodoptera frugiperda AND Helicoverpa zea ON TWO HYBRIDS OF GENETICALLY

MODIFIED CORN

ABSTRACT: A study was carried out to evaluate the infestation and associated damages to the
presence of the Spodoptera frugiperda and Helicoverpa zea caterpillars, in two genetically modified
(GM) corn, Dekalb DKB390 and Agroceres AG8088, expressing the cryl1Ab protein. For this objective,
an split-splot design with two factors (hybrid x gene) was carried out. Negative controls were
made with the same corn hybrids without the gene crylAb (NoGM). The concentration of the
protein CrylAb was determined by the ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) technique
in previously dehydrated stems, leaves and grains of GM corns. Caterpillars sampling of S.
frugiperda and associated damage survey were accomplished at 15, 22, 29, 36 and 42 days after the
sowing, according to a damage scale with 5 levels (0- pest absence to 5- dead plant). Countings of
H. zea caterpillars and associated damage were assessed at 57, 71, 78 and 85 days after the sowing,
according to a damage scale with 4 levels (0-pest absence curse to 4-gallery in the corn cob minor
than 3cm). Sampled caterpillars were divided in two groups, smaller or equal to 15mm and
bigger than 15mm. No insecticide application was accomplished in the GM blocks while NoGM
blocks were sprayed with deltametrina (2,8%), 42 days after the sowing. The infestation level and
associated damage due to S. frugiperda presence was significantly smaller (p < 0,05) in the GM
corns in comparison to NoGM corns. Nevertheless, the number and associated damage of S.
frugiperda caterpillars, smaller than 15 mm, were superior in the GM DKB390 corn when compared
to the GM AGB8088 corn. Differences were not observed in the S. frugiperda infestation and
associated damage between GM corns and between NoGM corns. On average, the concentration
of Cry1Ab protein was significantly superior in leaves and stems in comparison to the grain and,
usually, superior in the GM AG8088 corn comparatively to GM DKB390 corn. No differences were
found on level damages caused by caterpillars of H. zea in GM and NoGM AG8088 corns, after 71,
78 and 85 days of sowing. In conclusion, GM corns were more efficient in the limitation of S.
frugiperda in comparison with H. zea, a result that can be associated to the largest Cry1Ab protein
concentration observed in leafs (8.062 ug/g fresh tissue) and stems (5.626 ug/g fresh tissue) in
comparison to the existent in the grain (0.372 ug/g fresh tissue). Also, ELISA technique proved to
be very efficient in CrylAb protein quantification on corn.

Key words: CrylAb protein, Helicoverpa zea, Spodoptera frugiperda, Transgenic corn.

INTRODUCAO

A tecnologia Bt expressa em hibridos de milho
geneticamente modificados (OGM) com o gene da
bactéria Bacillus thuringiensis (Bt), que expressa a
proteina CrylAb, tornou-os menos suscetiveis ao ata-
que de lepid6pteros-pragas (Avisar et al., 2009), como
a Lagarta-do-Cartucho (Spodoptera frugiperda), a La-
garta da Espiga (Helicoverpa zea) e a Broca do Colmo
(Diatraea saccharalis), uma vez que a proteina CrylAb
provoca uma intoxicacdo nas células epiteliais do
intestino médio nos instares larvares dessas pragas.

A competitividade proporcionada pela engenha-
ria genética ao agronegdcio brasileiro fez com que as
plantas transgénicas ocupassem uma significativa
parte das dreas agricolas num curto espago de tempo.
Tendo em vista o rapido avango na utilizagdo de hi-
bridos de milho modificados apds a sua liberagao
comercial, existe necessidade de monitoramento cons-

tante da presenca de insetos nessa cultura e da efeti-
va producao da proteina toxica pelas plantas. Dessa
forma, o conhecimento da concentragdo da proteina
CrylAb produzida pelas diferentes partes da planta
verifica-se indispensavel para monitorar a exposi¢ao
ambiental e quantidade da toxina ingerida pelos in-
setos que consomem diferentes tecidos das plantas
de milho.

Varios fatores podem influir na concentragao da
proteina Cry1Ab nos tecidos vegetais, alterando a pro-
ducdo da proteina CrylAb pela planta e
consequentemente, a sua disponibilidade para os in-
setos e ambiente. Com efeito, o estadio fisiolégico da
planta, as condigdes climaticas, as estacdes do ano,
as interagdes entre genétipo e ambiente (NGUYEN e JELH,
2007), a adubacao nitrogenada (Bruns e ABEL, 2003), a
qualidade do solo e a aplicacdo de pesticidas
(Grrrrrths et al., 2006) sdo fatores que podem alterar a
producdo da proteina Cry1Ab pela planta.
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Os resultados relativos a concentracdo da toxina
Bt sdo controversos, pois NGUYEN eJELH (2007), além
de encontrarem alta variagdo nas concentracdes de
toxina Bt entre plantas e em diferentes regides, apre-
sentaram valores diferentes dos relatados por
MEenpELsoHN et al. (2003). De acordo com NGUYEN eJELH
(2007) ha uma auséncia quase completa de informa-
¢Oes sobre a expressao da proteina CrylAb nos even-
tos MON 810®, em diferentes estadios de crescimen-
to da planta. Contudo, as andlises comumente reali-
zadas informam somente se a proteina existe ou ndo
nas plantas OGM da amostra, ndo havendo no mo-
mento um protocolo padrao para a determinagao da
concentracdo da proteina Cry1Ab.

Algumas técnicas de andlise tém sido desenvolvi-
das e/ou ajustadas para quantificar e qualificar a
deteccdo da proteina CrylAb tais como: imunoensaio
em microsfera (Ermorrr et al., 2006), sensor
eletroquimico imunomagnético (VoLrE et al. 2006),
Bradford, SDS-PAGE/densitometry (Cresro et al.,
2008), PCR em tempo real e o teste ELISA. O método
de PCR em tempo real é mais preciso que o teste ELISA,
contudo, ndo pode ser utilizado para mensurar a con-
centracdo de proteina no ambiente uma vez que a
andlise quantifica o gene e ndo a proteina. Além dis-
so, de acordo com Ermortr et al. (2006) embora a
quantificacdo de OGM pela técnica PCR em tempo
real possa ser utilizada, trata-se de uma técnica mais
sofisticada e dispendiosa, que requer laboratoérios
equipados e operadores treinados.

Por outro lado, as metodologias utilizadas para
realizacdo do teste ELISA nos trabalhos de GRoTHAUS
et al. (2006), ErmoLLI et al. (2006), PaLm et al. (1994),
CreN et al. (2009), Osrist et al. (2006) e Szexas et al.
(2010) nao sao exatamente idénticas, dificultando a
replicacdo do método. No momento ndo ha um proto-
colo padrao para andlise de concentracgdo da protei-
na Bt e em poucos trabalhos publicados, existe gran-
de variacdo de resultados.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a infestacao
natural e os danos provocados pelas lagarta-do-car-
tucho (Spodoptera frugiperda) e lagarta-da-espiga
(Helicoverpa zea) em hibridos de milho DKB390 e
AG8088 contendo o gene crylAb e nos seus respecti-
vos pares convencionais, bem como a determinagao
da concentracao de proteina Cry1Ab pelo teste ELISA,
no colmo, folhas e graos de cada um dos hibridos em
teste.
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MATERIAL E METODOS

O ensaio experimental foi realizado no Polo Regi-
onal Centro Leste da Agéncia Paulista de Tecnologia
dos Agronegoécios da Secretaria de Agricultura e Abas-
tecimento do Estado de Sdo Paulo, localizado no mu-
nicipio de Ribeirdo Preto, SP, na coordenada geogra-
ficade 21°12'26" S e 47°51'48" N e com a altitude mé-
dia de 646 m. A precipitacdo média anual do local é
de 1427 mm, com temperaturas média maxima de 25°C
e média minima de 19,3°C, sendo o verao predomi-
nantemente quente e imido e o inverno frio e seco.

A instalacdo do ensaio foi realizada no dia 11 de
novembro de 2009 em latossolo vermelho distroférrico
por semeadora mecanica regulada para depositar sete
sementes/m e com espacamento de 0,90 m entre as
fileiras. A adubacio de semeadura foi realizada com
250 kg ha' da formula NPK 8-28-16 e a de cobertura
com 300 kg ha da formulagao NPK 20-2-20. Foi rea-
lizada uma tinica aplicagdo de deltametrina a 2,8%,
aos 40 dias ap6s a semeadura, nos talhdes de milho
convencional (NOGM), enquanto que nenhuma apli-
cagao de inseticida foi realizada nos talhdes de milho
geneticamente modificado (OGM).

Os talhdes experimentais foram constituidas de
oito fileiras de 12 m, eliminand o-se um metro em cada
extremidade da parcela. As parcelas foram separa-
das pela distancia de 4 metros e as plantas convenci-
onais puderam receber pélen das plantas
transgénicas. Foi utilizado um delineamento experi-
mental em blocos ao acaso com um arranjo fatorial 2 x
2, com cinco repeticoes. Os fatores em teste foram a
cultivar (AG8088 e DKB390) e a presenca/auséncia
da proteina CrylAb.

Os hibridos de milho hibrido em estudo podem
ser classificados quanto ao ciclo vegetativo como pre-
coces. O hibrido DKB390 possui grdao do tipo
semiduro, enquanto que o hibrido AG8088 possui
grao do tipo duro. A empresa produtora do hibrido
DKB390 é o Dekalb e o AG8088 é produzido pela
Agroceres.

Foram realizadas avaliacGes da infestacdo e dos
danos associados a presenga da lagarta-do-cartucho
nos dias 26 de novembro, trés, 10, 17 e 23 de dezem-
bro de 2009, correspondendo a 15, 22, 29, 36 e 42 dias
apos a instalagdo do ensaio e aos estadios fenoldgicos
entre V3 e V8. Em cada avaliacdo foram colhidas cin-
co plantas por parcela totalizando 25 plantas por tra-
tamento e observada a quantidade e o tamanho das
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lagartas. Para a avaliacdo dos danos foi utilizada uma
escala com cinco niveis, de acordo com CARVALHO
(1970), onde: 0 - plantas sem folhas danificadas; 1 -
plantas com raspadura nas folhas; 2 - plantas apre-
sentando furos nas folhas; 3 - plantas apresentando
dano nas folhas e alguma lesdo no cartucho; 4 - plan-
tas apresentando cartucho destruido; 5 - plantas mor-
tas.

As avaliagdes do nivel de infestacdo e respectivos
danos provocados pela lagarta-da-espiga foram rea-
lizadas nos dias sete, 21 e 28 de janeiro e quatro de
fevereiro de 2010, correspondendo a 57, 71, 78 e 85
dias apds a instalacdo do ensaio e abrangendo os es-
tadios fenol6gicos entre V12 e R4. A cada avaliacao
foram colhidas igualmente cinco plantas por parcela
totalizando 25 plantas por tratamento. Para avalia-
¢do de danos foi utilizada a escala proposta por
WipstrOM (1967), com quatro niveis, onde 0 - ndo exis-
te inseto na espiga; 1 - o inseto penetrou na espiga
comendo o estilo-estigma sem atingir a ponta do
sabugo; 2 - o inseto penetrou até o sabugo, nao se
aprofundando mais que 1 cm; 3 - o inseto penetrou
até o sabugo, nao se aprofundando mais que 2 cm; 4 -
o inseto penetrou até o sabugo, ndo se aprofundando
mais que 3 cm.

Na dltima avaliagdo da infestagdo pela lagarta-
da-espiga, ocorrida no estadio fenolégico R4, proce-
deu-se aamostragem de folhas, colmos e graos de plan-
tas de milho OGM dos dois hibridos, que foram ime-
diatamente congelados. No dia seguinte as amostras
foram encaminhadas para o Instituto de Zootecnia
de Nova Odessa/SP onde foram submetidas ao pro-
cesso de secagem por liofilizagdo. As amostras
liofilizadas, depois de moidas, foram analisadas
quanto a concentracdo da proteina Cryl1Ab no Labo-
ratério de Virologia do Departamento de Fitotecnia
da Universidade de Evora, Portugal. O método utili-

zado para deteccdo da proteina CrylAb em sementes
e folhas foi o teste ELISA através do kit AP-003-CRBS
da Envirologix®. A enzima conjugada ao anticorpo
foi a peroxidase. A leitura foi realizada por
espectrofotometro a 450 nm. Para o teste quantitativo,
foi realizada uma curva de calibracio diluindo-se a
concentragdo de 50 g/kg de proteina CrylAb
fornecida pela European Commision Joint Research
Centre. A transformagdo da porcentagem de OGM
parang/g de proteina CrylAb foi realizada utilizan-
do-se a equagdo obtida por Vorrk et al. (2006) (y = 2,06
x + 0,01, R? = 97). Os valores de leitura em
espectrofotometro das folhas e colmos de milhos OGM
foram subtraidos dos valores de leitura das amostras
NOGM de colmo e folhas dos mesmos hibridos, utili-
zadas como controles negativos. No caso do grao, ten-
do sido constatada a presenca da proteina CrylAb
nos milhos NOGM, subtraiu-se do valor das leituras
das amostras OGM, o valor da leitura do controle ne-
gativo (NOGM).

Os dados foram submetidos & anélise de varidncia
pelo médulo PROC GLM do SAS (1985) e a interacdo
entre transgenia e hibridos foi desdobrada compa-
rando-se a transgenia dentro de cada hibrido. Médi-
as do nivel de infestagido, danos e concentracdo da
proteina CrylAb foram comparadas pelos testes
Kruskal-Wallis, Mann-Whitman U e Tukey, respecti-
vamente, ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O milho Bt expressando a toxina Cry1Ab foi ple-
namente eficiente contra S. frugiperda. Nao se verifi-
cou uma interagao significativa entre milhos NOGM
e entre OGM quanto ao numero ou tamanho das la-
gartas encontradas nas plantas e danos associados
(Tabela 1), ou entre os danos avaliados a cada perio-
do de observagdo (Figura 1).

Tabela 1. Numero de lagartas de Spodoptera frugiperda por planta e dano associado, em dois hibridos de milho,
convencionais e geneticamente modificados com o gene de Baccillus thuringiensis (cry1Ab) (Transgénico),
contados aos dias 15, 22, 29, 36 e 42 apds a semeadura

Convencional

Transgénico

Convencional Transgénico

DKB390 AG8088

DKB390

AG8088

Meédia SE Meédia SE Meédia

SE Meédia SE

Meédia SE Meédia SE

Lag<15mm 0,67a +0,08 0,60a +0,07 0,23a
Lag>15mm 0,18a +0,04 0,1%9a +0,04 0,02a
Dano 2,46a +0,07 2,53a +0,08 1,60a

+0,06 0,11a 0,03 0,64a 0,05 0,17b +0,03
+0,01 0,04a 0,02 0,18a 0,03  0,03b +0,01
+0,07 1,47a 0,06 2,50a 0,05 1,54b +0,04

Médias com letra diferente na linha sdo significativamente diferentes (p<0,005; *p<0,0001) de acordo com o

teste de Kruskal-Wallis
SE = Erro padrdo da média.
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Figura 1. Danos associados a lagartas de Spodoptera
frugiperda presentes em dois hibridos de mi-
Iho (DBK390 e AG8088), convencionais
(NOGM) e geneticamente modificados com o
gene de Baccillus thuringiensis (crylAb)
(OGM), aos dias 15, 22, 29, 36 e 42 ap6s a
semeadura.
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Contudo, os hibridos OGM néo foram plena-
mente eficientes na limitacdo de H. zea, tendo-se
verificado uma interacao significativa entre milhos
OGM e entre NOGM. Efetivamente o hibrido
AGB8088 NOGM registrou menor niamero de lagar-
tas menores que 15 mm que o hibrido DKB390
NOGM (Tabela 2). Nao houve diferenga significa-
tiva do nimero de lagartas menores que 15 mm
entre milhos OGM e NOGM (Tabela 2). Todavia a
proteina CrylAb foi eficaz na redugdo do nimero
de lagartas maiores que 15 mm e dano associado
na espiga dos milhos OGM (Tabela 2). Provavel-
mente, as lagartas menores que 15 mm sofrem ape-
nas reducao de biomassa e nao no nimero de la-
gartas e, posteriormente, seriam intoxicadas de for-
ma letal, ocasionado menor numero de lagartas
maiores que 15 mm. De acordo com MENDEs et al.
(2011), a proteina Cry1Ab causa baixa mortalida-
de nas lagartas, no entanto causa reducdo da
biomassa das lagartas, o que pode ter contribuido
com a auséncia de diferencas significativas nos
insetos menores que 15 mm.

Tabela 2. Namero de lagartas de Helicoverpa zea por planta e dano associado, em dois hibridos de milho, convencio-
nais e geneticamente modificados com o gene de Baccillus thuringiensis (cry1Ab) (Transgénico), contados

nos dias 57, 71, 78 e 85 apds a semeadura

Convencional Transgénico . .
Convencional Transgénico
DKB390 AG8088 DKB39% AGB8088
Média SE Meédia SE Média SE Média SE Média SE Média SE
Lag<l5mm 076a 20,11 05b 056b 056b 0,12 045a 0,08 066a 0,08 0,47a 0,07
Lag>15mm 0A44a 0,07 030a 030a 030a 004 0l6a 004 037a 0,04 015b 0,03
Dano 1,79 #,09 1,36b 136b 136b 0,08 094a +0,08 158 * 0,07 0,8b* 0,06

Meédias com letras diferentes na linha sao significativamente diferentes (p<0,005; *p<0,0001) de acordo

com o teste de Kruskal-Wallis
SE = Erro padrao da média.

Para a H. Zea, a maior resisténcia natural existente
nos milhos NOGM e menor controle da versao
transgénica do hibrido AG8088 terdo contribuido
parareduzir a diferenca entre as versdes transgénica
e convencional, enquanto a menor resisténcia natu-
ral do hibrido DKB390 NOGM resultou em diferen-
cas significativas em todas as avaliagdes de danos
entre os milhos OGM e NOGM deste hibrido (Tabela
2). Nas avaliagdes apoés 57 dias da semeadura os mi-
lhos OGM dos dois hibridos tiveram menores danos
causados pela Lagarta-da-espiga, no entanto, nas ava-
liacdes aos 71, 78 e 85 dias de idade somente o hibri-

do DKB390 teve diferenca significativa entre milhos
OGM e NOGM (Figura 2). Relativamente o hibrido
AG8088, com a percentagem de incidéncia da Lagar-
ta-da-espiga de 56% em milhos NOGM e de 35% nos
milhos OGM, a vantagem associada ao milho geneti-
camente modificada ndo é muito evidente quanto aos
danos provocados pela Lagarta-da-espiga. Isso pode
ter ocorrido em funcdo da menor expressdo da
proteina CrylAb no grdo. Além disso, em polinizagao
aberta, a presenca de p6len estranho no processo de
fecundagdo dos milhos NOGM pode alterar as carac-
teristicas genéticas do seu grdo, proporcionando
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mudangas qualitativas e quantitativas, de forma que,
apesar da segregacao dos alelos do gene cry fazer com
que o grdo ndo produza a proteina nas mesmas con-
centragdes que a planta mae, eventualmente, essa fe-
cundagdo poderia implicar em menores diferencgas
entre OGM e NOGM. Contudo, se a polinizagao dos
milhos NOGM pelo pélen dos hibridos OGM ocasio-
nasse a auséncia de diferencas significativas, essa
auséncia de efeito deveria ocorrer nos dois hibridos, o
que ndo foi observado.

2,5 -
2
E
1,5 -
Q@ A
=
e 1+ *
g =
05 1% °
0
57 71 78 85
Dias ap6s a semeadura 2
e DKB390 OGM DKB390 NOGM
—a— AG8088 OGM  —m— AG8088 NOGM

Figura 2. Danos associados a lagartas de Helicoverpa zea
presentes em dois hibridos de milho (DBK390 e
AG8088), convencionais (NOGM) e genetica-
mente modificados com o gene de Baccillus
thuringiensis (crylAb) (OGM), aos dias 57, 71,
78 e 85 apds a semeadura.

A eficiéncia da introdugdo do gene crylAb para
reduzir a infestacdo e danos associados foi maior na

Lagarta-do-cartucho quando em comparagdo com os
resultados obtidos para a Lagarta-da-espiga. A intoxi-
cacdo provocada pela proteina Cry1Ab produzida pelo
gene crylAb ocorre nas células epiteliais do intestino
médio dos instares larvares das pragas e, portanto, a
infestacdo inicial é necesséria para que as lagartas con-
sumam tecidos da planta transgénica para que venham
aintoxicar-se posteriormente. O menor efeito da protei-
na CrylAb no controle da Lagarta-da-espiga quando
comparado com o controle verificado da Lagarta-do-
cartucho, foi coerente com a menor concentracgao da to-
xina CrylAb no grao em comparagdo com a sua con-
centracdo na folha (Tabela 3). Além disso, a auséncia
de efeito entre os hibridos OGM e NOGM do hibrido
AG8088, foi coerente com a menor concentracio da to-
xina CrylAbno grao dos milhos OGM AG8088 quan-
do comparado os milhos OGM DKB390 (Tabela 3).
Como a expressdo do gene crylAb pode ser influencia-
da por vérios fatores tais como o estddio fisiolégico da
planta e interagdes entre ambiente e genétipo, sdo
espectaveis diferencas nas concentracgdes de toxinaem
diferentes hibridos.

Os valores das concentracdes de proteina CrylAb
nas folhas, no estadio fenolégico R4, foram coerentes
aos mencionados pela AGBIOS (2002) de 7,93 a 10,34
ug/ g de tecido fresco e aos encontrados por Székacs et
al. (2010), entre 4,82 10,05 ug/ g de tecido fresco (Tabe-
la 3). Os valores de concentragado da proteina CrylAb
nos graos sdo condizentes com os valores encontrados
por SANDERs et al. (1998), nomeadamente entre 0,31 e
0,57 ug/ g de tecido fresco. Todavia, os valores de con-
centracdo da proteina CrylAbno colmo estiveram aci-
ma do limite superior de 2,61 ug/ g de tecido fresco em
colmos encontrado por NGUYEN e JEHLE (2007) (Tabela
3).

Tabela 3. Concentracdo de proteina CrylAb em folhas, colmos e grdos de milhos hibridos AG8088 e DKB390, no

estadio fenolégico R4

Folha (ug/g de tecido fresco)

Média SE Minimo Maximo Anova
AGB8088 8,764a 0,254 834 9,16
DKB390 7,361b 0,442 6,60 7,89 p<0,0001
Colmo (ug/ g de tecido fresco)
Média SE Minimo Maximo Anova
AGB8088 5,695 0,438 5,06 6,27
DKB390 5,558 0,301 516 6,12 p=0,450
Grao (ug/g de tecido fresco)
Média SE Minimo Maximo Anova
AGB8088 0,326b 0,068 023 0,42
DKB390 0419a 0,103 031 0,59 p=0,039

Letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa pelo teste Tukey

SE = Erro padrdo da média.
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QUANTIFICAGAO DA PROTEINA CrylAb EM FOLHAS, CAULES E GRAOS...

Considerando que atualmente ndo existe um pro-
tocolo padrao para andlise da concentragao da prote-
ina Bt e que esse fato dificulta a replicagdo e compara-
¢do deresultados, a coeréncia dos resultados e efici-
éncia do método ELISA, utilizado para quantificar a
toxina CrylAb neste trabalho, demonstram inequivo-
camente que o mesmo protocolo pode ser adotado em
outras pesquisas.

CONCLUSAO

Os hibridos de milho Bt expressando a proteina
CrylAb foram eficientes na limitagdo da praga S.
frugiperda. No entanto, relativamente a H. zea. a efi-
ciéncia é reduzida em fun¢do da menor expressdo do
gene crylAb nos grdos dos milhos geneticamente
modificados testados. As concentracdes da proteina
Cry1Ab nafolha e grao foram coerentes com os danos
provocados pelas duas pragas em avaliagdo indican-
do a eficiéncia do método utilizado para quantificar a
proteina CrylAb em milhos geneticamente modifica-
dos.
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