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Resumo

Spagnol, Daniel. Efeito de milho transgénico sobre Trichogramma pretiosum Riley,
1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae). 2013. 103f. Dissertacdo (Mestrado) -
Programa de Pdés-Graduacdo em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

A utilizacdo de plantas de milho transgénicas ou plantas geneticamente modificadas
gue expressam genes com atividade inseticida consiste em uma nova alternativa
para o controle de insetos-praga, além de estar em adequacdo com 0s principios do
Manejo Integrado de Pragas (MIP). Como as proteinas de Bacillus thuringiensis
(Berliner, 1911) (Bacillaceae) sdo expressas em altas dosagens nos tecidos verdes
das plantas geneticamente modificadas, podem ser expressas nas folhas, caule
(seiva), pbélen e em outras partes da planta, podendo afetar inimigos naturais de
forma direta e indireta. A preservacdo dos inimigos naturais de insetos-praga € uma
das praticas de maior importancia no MIP, devendo ser incentivado o uso de
agrotoxicos seletivos e ferramentas tecnoldgicas com o minimo de impacto a estes
organismos benéficos, a fim de viabilizar a associacdo dos métodos biotecnolégicos
e bioldgicos. Nesse contexto, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito de 10
hibridos de milho transgénico sobre a fase adulta do parasitoide Trichogramma
pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) em condi¢cbes de
laboratério (temperatura de 25+1°C e umidade relativa de 70+10%, fotofase de 14
horas), utilizando-se de adaptacdo da metodologia padronizada pela “International
Organization for Biological and Integrated Control of Noxious Animals and Plants”
(IOBC). Na primeira etapa o0s bioensaios consistiram na exposicdo de adultos
(estagio mais sensivel) do parasitoide a folhas, caule (seiva) e pélen, das plantas de
milho transgénicas e seus respectivos materiais isogénicos (ndo transgénicos)
colocados sobre placas de vidro. Estas foram utilizadas como fundo e cobertura na
confeccdo de gaiolas de exposicéo, as quais foram introduzidos os insetos-teste. A
reducdo na capacidade de parasitismo dos tratamentos foi comparada com a
testemunha negativa (dgua destilada) e utilizada para classificar os hibridos em
guatro classes: 1, in6cuo (<30%); 2, levemente nocivo (30-79%); 3, moderadamente
nocivo (80-99%) e 4, nocivo (>99%), conforme recomendacdo da IOBC. Os 10
hibridos de milho transgénico e seus isogénicos testados nos bioensaios expondo
folha, caule e pdlen a T. pretiosum; adaptando-se a metodologia da IOBC, foram
assim classificados: AG 8011YG (CrylAb), BG 7060Y (CrylAb), AS 1551 YG
(CrylAb), AS 1551 VT PRO (CrylA. 105 + Cry2Ab2), DKB330YG (CrylAb),
DKB390PRO2 (CrylA. 105 + Cry2Ab2 + CP4 - EPSPS), 30F53H (CrylF PAT),
32R48H (CrylF PAT), Status TL (CrylAb PAT), Status Viptera (VIP3Aa20), sao
indcuos (classe 1) a adultos de T. pretiosum. Na segunda etapa efetuaram-se
bioensaios para determinar o efeito do pélen de milho transgénico em fémeas de T.
pretiosum. Os experimentos foram conduzidos em laboratorio (temperatura de
25+1°C, umidade relativa de 70+10%, fotofase de 14 horas). Fémeas recém-
emergidas de T. pretiosum foram individualizadas em tubos de Duran, contendo
como substrato alimentar mel acrescido de pélen dos respectivos hibridos de milho.



Analizaram-se 0s seguintes parametros bioldgicos: longevidade, parasitismo total,
viabilidade de emergéncia e raz&o sexual. Dos sete tratamentos avaliados, nenhum
foi prejudicial ao desenvolvimento de fémeas de T. pretiosum. Os hibridos
transgénicos: AG 8011YG (CrylAb), AS 1551 VT PRO (CrylA. 105 + Cry 2Ab2) e
Status Viptera (VIP3Aa20); assim como seus respectivos isogénicos ndo possuem
efeitos sobre a longevidade, parasitismo total, viabilidade de emergéncia e razéo
sexual de T. pretiosum.

Palavras-chave: Parasitoide de ovos. Controle Biolégico. Eventos transgénicos.
Bacillus thuringiensis. Manejo Integrado de Pragas. Zea mays.



Abstract

Spagnol, Daniel. Effect of transgenic corn plants onTrichogramma pretiosum
Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae). 2013. 103f. Dissertation (Master
Degree) - Program of Post-Graduation in Crop Protection. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

The transgenics varieties of corn containing insecticidal activity genes it's a new
alternative for insect’'s control, and also are in agreement with Integrated Pest
Management (IPM) philosophy. Once Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911)
(Bacillaceae) proteins are expressed in high doses on green tissues of transgenic
plants, it can be expressed on leaves, stalk (sap), pollen and other parts, which can
directly and indirectly affect natural enemies of pests. Preservation of pests’ natural
enemies it's important on IPM, and the use selective pesticides and less impactful
technologies should be encouraged in order to achieve a biotechnological and
biological control association. In this sense, this work aimed to assess the effect of 10
transgenic corn hybrids on adults of the parasitoid Trichogramma pretiosum Riley,
1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) in laboratory conditions (temperature of
25+1°C, relative humidity of 70+10% and 14 hours photophase) using an adaptation
of “International Organization for Biological and Integrated Control of Noxious
Animals and Plants” (IOBC) guideline. On first step of tests, adults (more sensitive
stage) were exposed to leaves, stalk (sap) and pollen of transgenic corn plants and
their respective isogenic (non transgenic) placed on glass plates. The glass plates
were used as bottom and coverage of exposure cages, where the insects were
introduced.The reduction on parasitism capacity caused by treatments was
compared with the control (distilled water) and used to group the hybrids onto four
categories 1, harmless (<30%); slightly harmful (30-79%); 3, moderately harmful (80-
99%) and 4, harmful (>99%), according to recommendation from IOBC. The 10
transgenic corn hybrids and their respective isogenic tested on leaf, stalk and pollen
exposure were: AG 8011YG (CrylAb), BG 7060Y (CrylAb), AS 1551 YG (CrylAb),
AS 1551 VT PRO (CrylA. 105 + Cry2Ab2), DKB330YG (CrylAb), DKB390PRO2
(CrylA. 105 + Cry2Ab2 + CP4 - EPSPS), 30F53H (CrylF PAT), 32R48H (CrylF
PAT), Status TL (CrylAb PAT), Status Viptera (VIP3Aa20), and all of them were
harmless (category 1) to T. pretiosum adults. On the second step of the tests, the
effect of three transgenic corn pollen on T. pretiosum females was assessed in
laboratory bioassays (temperatureof 25+1°C, relative humidity of 70+10% and 14
hours photophase). Just emerged females were placed into Duran tubes containing
honey + pollen of corn hybrids for feeding and biological parameters such as
longevity, total parasitism, emergency rate and sexual ratio were evaluated. No
treatment (diets) was detrimental to T. pretiosum females development. No effects on
longevity, total parasitism, emergency rate and sexual ratio were observed for the
transgenic hybrids AG 8011YG (CrylAb), AS 1551 VT PRO (CrylA. 105 + Cry 2Ab2)
and Status Viptera (VIP3Aa20) and their respective isogenic hybrids.



Key-words: Egg parasitoid. Natural enemy. Transgenic events. Expressed proteins.
Integrated Pest Management. Zea mays.
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1 Introducgéo geral

O milho caracteriza-se por ser uma cultura de destaque no cenario agricola
brasileiro, seja para utilizacdo direta na alimentacdo animal e/ou indiretamente em
outros produtos via processamento. Em 2011/12, a cultura do milho ocupou éarea
aproximada de 14,8 milhdes de hectares e contou com producédo total em torno de
71,45 milhdes de toneladas. Quanto a utilizacdo de plantas transgénicas, o Brasil é o
segundo maior usuario dessa biotecnologia (36,6 milhdes de hectares) (JAMES,
2012), sendo que 13,5 milhdes de hectares sédo destinados ao cultivo de milho
transgénico (IBGE, 2012).

Alguns fatores, entretanto, sdo responsaveis pelo fracasso na obtencdo de
maiores produtividades, destacando-se o complexo de pragas associadas a cultura
do milho, tanto em sua fase vegetativa quanto reprodutiva. De acordo com o Sistema
de Agrotoéxicos Fitossanitarios (AGROFIT, 2012), h& registros de 43 insetos e 26
doencas que atacam a cultura do milho da semeadura a poés-colheita, sem
considerar o complexo de plantas daninhas que ocorrem nas lavouras.

Destacam-se entre os insetos, a lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda
(Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) durante a fase vegetativa e reprodutiva, e a
lagarta-da-espiga Helicoverpa zea (Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae) durante
a fase reprodutiva, as quais causam danos diretos e indiretos a cultura e perdas
significativas na produgcdo, tanto nos aspectos quantitativos como qualitativos
(RODRIGUES; SILVA, 2011).

O manejo fitossanitario em lavouras € de grande importancia, visando
minimizar os danos causados por pragas que podem interferir na produtividade da
cultura. Para isso, o Manejo Integrado de Pragas (MIP) dispbe de métodos de
controle, que de maneira individual ou associada podem ser utilizados em diferentes
niveis, seja para o controle de uma espécie, ou como estratégia de controle multiplo
de pragas em um sistema de producgdo, sendo esse o nivel mais elevado do
programa (KOGAN, 1998).
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Com o advento da biotecnologia, foi desenvolvida uma nova tatica de controle
de pragas, que consiste nas plantas geneticamente modificadas resistentes a
insetos. Através de apuradas técnicas de laboratério, um gene de Bacillus
thuringiensis (Bt) (Berliner, 1911) (Bacillaceae) foi introduzido em plantas de milho,
dando origem ao milho geneticamente modificado, conferindo alto padrdo de
resisténcia da planta a algumas espécies de lepiddpteros-praga (ARMSTRONG et
al., 1995). O gene introduzido codifica a expressdo de proteinas Bt, com acédo
inseticida, efetivas no controle de lepidépteros como S. frugiperda (LYNCH et al.,
1999; BARRY et al., 2000; BUNTIN et al., 2001; HUANG et al., 2002).

A safra de gréos de 2008 e 2009 pode ser considerada um marco na
producdo de milho no Brasil, uma vez que foi autorizada, pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), a comercializacdo de sementes de
milho geneticamente modificado com o gene B. thuringiensis. Essa foi a primeira vez
0os agricultores brasileiros puderam usufruir dessa tecnologia, que visa auxiliar o
Manejo Integrado de Pragas (MIP) na cultura do milho (FRIZZAS, 2003).

A adocao desses vegetais pela agricultura culminou em intensas discussdes
cientificas, que esbarram também em questdes éticas e ideolégicas sobre sua
seguranca ambiental e alimentar. Embora os pareceres técnicos, que levam em
consideracao o plantio, a seguranca ambiental e alimentar, emitidos pela Comisséo
Técnica Nacional de Biosseguranca (CNTBIo), se demonstram conclusivos quanto a
inocuidade de interagBes nocivas a essas questdes, ainda paira muita davida e
incerteza, mesmo no meio cientifico (TREVISAN, 2010). Diante desse cenério, a
entomofauna benéfica pode ser afetada desde a implantacdo da cultura, pois de
acordo com Figueiredo (2004), o controle biologico natural na cultura do milho é
significativo desde as primeiras semanas.

Sobre essa conjectura, Nodari e Guerra (2000) relataram que a discussao
mundial sobre os riscos e impactos dos Organismos Geneticamente Modificados
(OGMs) na saude humana e animal e ao meio ambiente, bem como seus impactos
socioeconémicos, estdo longe de terminar, sendo que a quantidade de informacéo
cientifica € insuficiente. Os mesmos autores afirmam que pouco se conhece sobre
os efeitos diretos dos produtos dos transgenes em organismos, no solo e na agua, e
nao sdo conclusivos os estudos sobre passaros ou outros animais que consomem

insetos que se alimentam de plantas transgénicas.
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Diante disso, fazem-se necessarios estudos dos organismos presentes na
fauna local e que estejam associados direta ou indiretamente as culturas
transgénicas, tenham sua biologia e etologia estudada sendo a transgénia levada
em consideracao. Aliado a essa premissa, também é necessario uma discussao com
abordagens ecoldgicas, no qual os dados da biologia dos organismos avaliados
sirvam de base a discussdes dos possiveis impactos que o uso da tecnologia possa
ocasionar ao meio ambiente (TREVISAN, 2010).

Dentre as espécies de inimigos naturais observadas na cultura do milho
(DEQUECH, 2002; FIGUEIREDO, 2004), ressalta-se que uma variedade delas pode
ser afetada por métodos de controle, das quais se destacam os parasitoides de ovos
do género Trichogramma (Hymenoptera: Trichogrammatidae) que além de sua
ocorréncia natural em milho (SA; PARRA, 1993; CRUZ, 1995) também ja foi relatado
como agente biolégico para controle de pragas em varias culturas em diversos
paises (SMITH, 1996; HASSAN, 1997).

No Brasil, varias espécies de Trichogramma foram descritas (QUERINO;
ZUCCHI, 2003) e varios foram os trabalhos realizados referentes a esse género
(PARRA; ZUCCHI, 2004), entretanto a espécie Trichogramma pretiosum Riley, 1879
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) € uma das mais utilizadas em liberagbes
inundativas para o controle de lepidépteros-praga, cujo destaque se deu em 1990
com a introducdo da espécie visando o controle bioldgico aplicado na cultura do
tomateiro (PARRA et al., 2002), o qual tem sido incentivado ndo somente pela sua
eficiéncia no controle de pragas ainda na fase de ovo, antes da eclosdo de lagartas
e ocorréncia de danos a cultura, mas também pela sua facil criacdo em laboratorio
sobre diferentes hospedeiros alternativos (PARRA, 1997).

Atualmente, a producdo massal do parasitoide tem sido realizada por algumas
empresas de controle bioldgico, as quais promovem o controle biologico aplicado em
diversos sistemas de producdo brasileiros. No entanto, ainda ndo existe uma
padronizacao brasileira de procedimentos de pesquisa sobre técnicas experimentais
para avaliar a seletividade ou efeito destas plantas transgénicas a inimigos naturais
(parasitoides e predadores), principalmente em condi¢cdes de laboratério, semi-
campo e campo. Assim, necessita-se desenvolver para as condicdes do pais
metodologias padronizadas que sejam de baixo custo, relativamente rapidas e
confiaveis. Problema similar também é enfrentado com os agrotéxicos (produtos

fitossanitarios ou pesticidas) utilizados no Brasil nas diferentes culturas. No entanto,
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isso j& € alvo de estudos, pois 0s agrotéxicos seletivos aos inimigos naturais sao
fundamentais as areas de refagio para retardar o problema de resisténcia das
plantas transgénicas a insetos (STEFANELLO JUNIOR, 2010).

Reconhecendo que nenhum teste isolado pode prover suficiente informacgao
para classificar o efeito adverso de um agrotéxico (ou planta transgénica) em um
organismo benéfico, o grupo de trabalho da “International Organization for Biological
and Integrated Control of Noxious Animals and Plants” (IOBC), “West Palaearctic
Regional Section” (WPRS) estabeleceu as metodologias de trabalho para avaliagéo
da seletividade dos agrotdxicos a inimigos naturais, sendo Trichogramma escolhido
como género-padrdo dentre os parasitoides para a realizagdo dos testes (HASSAN
et al., 2000) devido a facil criacdo e maior sensibilidade a agrotoxicos entre outras
espécies de parasitoides da ordem Hymenoptera (HASSAN, 1998). De acordo com a
metodologia para Trichogramma, os estudos quanto a seletividade dos agrotoxicos
cumprem etapas para que possam ser indicados como indécuos ao parasitoide,
compreendendo a fase de laboratério, onde sdo estudados sobre a fase adulta e
imatura e laboratério/casa-de-vegetacdo para avaliacdo da persisténcia e campo.

No ambito nacional, pesquisas sobre seletividade de agrotéxicos utilizando a
metodologia da IOBC/WPRS na cultura do milho foram realizadas para a fase adulta
e imatura; assim como a persisténcia de agrotéxicos sobre adultos de T. pretiosum
(STEFANELLO JUNIOR, 2007, 2010). Para as fases imatura e adulta de
Trichogramma  atopoviriia  (Oatman &  Platner, 1983) (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) tem-se trabalhos de Maia (2009). Embora Goulart (2007)
também tenha avaliado tais fases sobre T. pretiosum e Trichogramma exiguum
(Pinto & Platner, 1978) (Hymenoptera: Trichogrammatidae), situacdo que priorizou
diferentes hospedeiros e ndo uma cultura em especial.

Baseado nos testes da IOBC, descritos acima, testando agrotdxicos sobre
inimigos naturais, pode se adaptar estas metodologias para testar partes das plantas
transgénicas de milho (folhas, caule (seiva) e pélen). Nesta sequéncia de avaliacfes,
as metodologias devem ser testadas nas condi¢cfes brasileiras, ja que dispomos de
uma diversidade de inimigos naturais e muitas cultivares de milho transgénicas em
estudo, considerando a grande extenséo territorial do Brasil. Dessa forma, o Pais
poderd ter grandes beneficios ao proteger a sua biodiversidadeutilizando plantas

transgénicas seletivas a inimigos naturais.
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Nessa perspectiva, este trabalho objetivou avaliar o efeito de diferentes partes
de hibridos de milho transgénico: folha, caule e pdlen; assim como as respectivas
partes dos isogénicos (ndo transgénico) sobre a fase adulta de T. pretiosum em
laboratorio, utilizando-se de uma adaptacdo da metodologia preconizada pelo grupo
de trabalho da IOBC/WPRS. Além disso, se avaliou o efeito da ingestdo do poélen de
trés diferentes hibridos de milho transgénico, expressando diferentes proteinas

toxicas sobre os parametros biolégicos do parasitoide.



2 Revisao de literatura

A cultura do milho esta sujeita ao atague de um grande numero de espécies
de insetos durante todo seu ciclo, sendo principalmente da Ordem Lepidoptera os
agentes desfolhadores que provocam os danos mais consideraveis, durante todos
os estadios fenolbgicos dessa cultura.

O controle dessas pragas vem se tornando cada vez mais dificil, e o controle
biolégico, nesse contexto, aliado a novas alternativas biotecnologicas, como a
utilizacdo de plantas geneticamente modificadas e controle quimico, apresenta-se
como uma alternativa viavel. No entanto, é necessario conhecer o possivel efeito
dessas ferramentas biotecnoldgicas sobre esses inimigos naturais, através de

protocolos padronizados, que em laboratério se aproxime das condi¢cdes de campo.

2.1 Lepidépteros-praga na cultura do milho

Na cultura do milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) popularmente denominada de lagarta-do-cartucho, tem se destacado em
funcdo dos altos niveis de perda que acarreta a cultura. Devido a diversidade e
disponibilidade de hospedeiros o ano todo, e das condi¢des de clima favoraveis ao
inseto, sua distribuicao € geral em todas as regides do territério brasileiro, tendo sido
relatado redu¢des nos rendimentos da cultura de 15 a 34% (RODRIGUES; SILVA,
2011).

Inicialmente as lagartas raspam as folhas, e posteriormente apresentam
preferéncia por alojar-se no cartucho das plantas, embora possam também se
estabelecerem nas espigas (MELO; MARTINS, 2000) e permitirem a introducao de
agentes patogénicos ao perfura-las (PINTO, 2005).

Dentre outras pragas, destaca-se também Helicoverpa zea (Boddie, 1850)
(Lepidoptera: Noctuidae), popularmente denominado de lagarta-da-espiga. As
perdas de producdo sao inferiores a 5% e sdo consequéncias do dano direto ao
consumir grdos da ponta da espiga (GASSEN, 1996; GRUTZMACHER et al., 2000;),

também reduzem a fertilizacdo ao atacar os estilo-estigmas, e o peso dos graos
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(RODRIGUES; SILVA 2011), colaborando para o surgimento de falhas nas espigas.
A producdo de milho-verde e milho-doce destinado a industria, também tem
requerido atencao devido ao ataque de H. zea, pois a espiga pode ser rejeitada pelo
consumidor que exige um produto livre de pragas e sem graos danificados
(GRUTZMACHER; MARTINS; CUNHA, 2000).

Os danos diretos devidos ao ataque de H. zea, ainda que sejam baixos,
favorecem perdas superiores aos numeros citados em funcdo dos danos indiretos
propiciados pela praga. A instalacéo e desenvolvimento de agentes patogénicos nas
espigas de milho podem ser favorecidos, além de outros fatores, pelo dano direto
ainda na pré-colheita. Os gréaos ardidos, reflexos das podridfes de espigas, podem
conter espécies de fungos toxigénicos com potencial de produzir micotoxinas em
funcdo de sua capacidade de biossintese e das condicdbes ambientais
predisponentes. Consequentemente, as perdas qualitativas por graos ardidos séo
motivos de desvalorizacdo do produto e uma ameaca a saude humana e animal
(PINTO, 2005).

2.2 Controle biolégico com Trichogramma

A presenca de parasitoides, predadores e patdgenos que exercem o controle
bioldgico dos insetos-praga de importancia agricola € indispensavel como fator de
equilibrio dindmico nos agroecossistemas. Esses agentes de controle minimizam a
necessidade de intervencdo do homem no controle de pragas, mediante outros
métodos de reducdo populacional de insetos (DEGRANDE; GOMEZ, 1990).
Segundo Gravena (1992) o controle biolégico é a principal tatica do Manejo
Integrado de Pragas (MIP).

Para algumas pragas de milho, como a S. frugiperda e H. zea, existem
alternativas ao controle quimico, como é o caso do controle biologico com
parasitéides de ovos do género Trichogramma e do entomopatdégeno Baculovirus
spodoptera. Portanto, quando a opc¢éao for pelo controle quimico, devemos preferir
produtos mais seletivos e de menor impacto sobre o ambiente e animais
(RODRIGUES & SILVA 2011).

O género Trichogramma tem distribuicio mundial e sdo importantes
principalmente por parasitarem ovos de lepidopteros. Sdo conhecidas
aproximadamente 160 espécies de Trichogramma em todo o mundo, sendo que na



23

América do Sul ha 24 espécies e 0 maior numero de espécies conhecidas encontra-
se no Brasil. As espécies de Trichogramma estdo associadas a 41 espécies de
hospedeiros, distribuidas em 25 espécies de plantas hospedeiras. T. pretiosum
(Riley, 1879) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) é a espécie de distribuicdo mais
ampla na América do Sul, além de ser o mais polifago, sendo associado a 26
espécies de hospedeiros (PINTO, 1997).

O parasitismo natural de ovos de H. zea por Trichogramma atopovirilia
(Oatman & Platner, 1983) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e T. pretiosum em
lavouras de milho foi verificado por Tironi e Ciociola (1992). Os autores
contabilizaram parasitismos de até 63,30% de ovos de H. zea presentes nos 18
estilo-estigmas das espigas de milho. J& Paron, Cruz e Ciociola (1998) observaram
parasitismos de ovos de H. zea por Trichogramma que variaram de 34,1 a 62,4%
para diferentes genoétipos de milho, onde concluiram que ndo houve efeito dos
gendtipos na infestacdo de ovos do inseto-praga e do parasitbide. O parasitismo
natural de ovos de H. zea por T. pretiosum também foi observado por Sa e Parra
(1993) na cultura do milho, onde observaram taxas de parasitismo acima de 50,0%.
Para S. frugiperda os autores observaram resultados de parasitismo inferiores a
20,0%, entretanto superiores aos encontrados por Beserra, Dias e Parra (2002) para
T. pretiosum e T. atopovirilia, de somente 2,21%. Em liberacBes de T. pretiosum Sa
e Parra (1993) obtiveram reducdes de até 26,0% nos danos causados por H. zea.

Na cultura do milho, varios inseticidas quimicos e biolégicos em aplicacéo
foliar estdo sendo utilizados para o eficaz controle de S. frugiperda (TOSCANO et
al., 2012). De forma que o controle quimico pode estar associado ao controle
bioldgico, sendo possivel com pesticidas seletivos aos inimigos naturais, pois a
combinacdo da toxicidade dos pesticidas aos insetos-praga associada a agilidade
dos inimigos naturais para encontrar os hospedeiros, séo estratégias que devem ser

preconizadas para o (MIP).

2.3 Plantas Transgénicas

O século XX foi caracterizado por grandes descobertas que tiveram profundo
impacto no melhoramento genético de plantas. HA muitos anos, as plantas
cultivadas tém sido manipuladas geneticamente pelo homem, por meio do

melhoramento classico. Atualmente, o melhoramento de plantas pode recorrer as
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técnicas da engenharia genética. Nos Ultimos vinte e cinco anos, descobertas
cientificas, principalmente nas areas de biologia celular e molecular, combinadas
com avancos nhas areas de quimica e microeletrénica produziram novas tecnologias
que, ja na década de oitenta, modificaram todos os setores tecnoldgicos e industriais
relacionados com a biologia, entre eles a agricultura. Depois de uma década e meia
de seu langcamento comercial, cultivares geneticamente modificado (GM) tornaram-
se componentes centrais de estratégias de manejo de pragas (JAMES, 2010).

Pela tecnologia do DNA recombinante, genes de praticamente qualquer
organismo, podem ser isolados, caracterizados, modificados e transferidos para
qualquer outro organismo que sob o comando de promotores adequados, se
expressam em quantidades desejadas em células e tecidos especificos, sob um
preciso controle temporal. Assim, eliminou-se as barreiras bioldgicas que isolaram os
genomas, como consequéncia de milhées de anos de evolucéo.

Entre as estratégias de plantas geneticamente modificadas resistentes a
insetos, encontram-se Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911) (Bacillaceae)-(Bt), mais
utilizada; além de colesterol oxidase; lectinas; inibidores de a-amilase; inibidores de
proteinases; proteinas inseticidas vegetativas; quitinases; peroxidase; entre outras
(CAROZZI; KOZIEL, 1997; LACERDA, 2010).

A grande maioria das plantas geneticamente modificadas resistentes a
insetos expressa genes derivados da bactéria B. thuringiensis. Insetos e Bt tém
coexistido por milhdes de anos, ja que B. thuringiensis € uma bactéria que habita
naturalmente o solo, é gram-positiva esporulante e anaerdbica facultativa. Além
disso, é empregada ha muitos anos como um inseticida microbiano por agricultores,
e mais recentemente, € utilizada como nova ferramenta para o controle de pragas,
por meio da sua expressao nas plantas transgénicas.

A area mundial com plantas geneticamente modificadas é de 170 milhdes de
hectares. Os quatro principais paises em termos de area cultivada sdo os Estados
Unidos da América (69,0 milhdées de hectares), o Brasil (36,6 milhdes de hectares), a
Argentina (10,6 milhdes de hectares), e o Canada (10,4 milhdes de hectares), sendo
gue as principais culturas sdo soja, o milho e o algoddo (JAMES, 2012). Deste
modo, plantas geneticamente modificadas que expressam genes com atividade
inseticida representam uma nova alternativa para o controle de insetos, além de

serem consistentes com a filosofia do (MIP).
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Atualmente diversas culturas, tais como batata, fumo e canola tém sido
modificadas geneticamente para expressar as proteinas derivadas de B.
thuringiensis. Apesar dos beneficios, existem possiveis riscos relativos as plantas
geneticamente modificadas, tais como a selecdo de populacdes de insetos
resistentes as proteinas Bt; a ocorréncia de fluxo génico com parentes silvestres
relacionados com possivel alteracdo na agressividade do gendtipo; o impacto das
proteinas Bt sobre as espécies ndo-alvo (inimigos naturais, pragas secundarias,
insetos de solo, polinizadores) e os efeitos adversos na biodiversidade, no
ecossistema e nas comunidades bitticas (WANG et al., 2004; FERRY et al., 2006).
Deste modo, 0 assunto necessita ser visto com atencdo perante a comunidade

cientifica mundial.

2.4 Modo de agéao das plantas transgénicas

A atividade entomopatogénica desse microrganismo (Bt) deve-se a presenca
de uma incluséo cristalina produzida durante a esporulacdo (pro-toxinas). O cristal,
composto por proteinas denominadas d&-endotoxinas ou proteinas cristal (Cry), tem
acado extremamente toxica e especifica para larvas de insetos de algumas ordens,
como Lepidoptera, Diptera e Coleoptera, dependendo da proteina (MONNERAT,;
BRAVO, 2000).

As pro-toxinas quando ingeridas, sao solubilizadas pelo pH alcalino do trato
intestinal do inseto-alvo e clivadas pelas proteases intestinais, tornando-se
peptideos de menor tamanho, colhidos por receptores especificos encontrados no
epitélio, os quais iniciam um processo de destruicdo tecidual, que colabora para a
paralisia muscular. Isso leva o inseto a morte, que também pode ocorrer pela funcao
de uma segunda causa associada a primeira, a multiplicagdo bacteriana na
hemolinfa, caracterizando um processo septicémico (GILL, 1995).

Devido a sua especificidade, existem no mercado uma diversidade de
hibridos de milho Bt, cada um contendo sua toxina especifica. Essas toxinas podem
ter acdo téxica sobre larvas de insetos pertencentes a diferentes ordens, como
Coleoptera, Diptera e Lepidoptera (MENDES; WAQUIL, 2009).

Os eventos que expressam as toxinas CrylAb e CrylF, juntamente com 0s
eventos que combinam as toxinas Cry1lA.105 e Cry 2Ab2 estéo registrados para trés

espécies: a lagarta-do-cartucho do milho, S. frugiperda; a lagarta-da-espiga do
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milho, H. zea e a broca-da-cana-de-acucar, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Pyralidae). Entretanto, existem dados na literatura indicando também a
atividade dessas toxinas sobre a lagarta-elasmo, Elasmopalpus lignosellus (Zeller,
1848) (Lepidoptera: Pyralidae). Indicacfes oriundas de usuarios de campo relatam a
atividade das toxinas do Bt também sobre, Mocis latipes (Guenée, 1852)
(Lepidoptera: Noctuidae). Portanto, os eventos hoje disponiveis no Brasil oferecem
protecdo contra as principais espécies de lepidopteros-praga do milho. Além dessas,
existem toxinas que expressam tolerancia a herbicidas. A protoxina PAT confere
tolerancia ao herbicida glufosinato de amonio e a CP4-EPSPS confere toleréncia ao
herbicida glifosato (CARNEIRO et al., 2009; MENDES; WAQUIL, 2009).

2.5 Impacto potencial das plantas geneticamente modificadas sobre a

comunidade de insetos

A avaliacdo de risco do uso de agentes microbianos de controle de pragas &
um assunto novo para o Brasil, havendo caréncia de pesquisas, necessidade de
capacitacdo de recursos humanos nesta area e regulamentacao de critérios e testes
necessarios para a avaliagdo desses organismos.

Para que uma planta transgénica possa integrar-se aos sistemas produtivos,
€ necessario que nao represente riscos a saude e ao ambiente, condicdo essencial
para que a comercializacdo seja realizada sem restricbes (FONTES; MELO, 1999).
Apesar das quantificagcbes das concentracbes de proteinas toxicas nas diferentes
partes da planta de milho transgénico ja terem sido realizadas, essa expressao pode
variar com o promotor utilizado. Além disso, variacbes podem ocorrer conforme
temperatura, o cultivar, a disponibilidade de nutrientes e a interagcdo com metabdlitos
secundarios. Atualmente a piramidacdo de genes (no caso, 0 agrupamento de
diferentes eventos transgénicos em uma Uunica planta), também traz
questionamentos sobre mudancas da expressdo dessas proteinas, rotas, e
manutencdo da especificidade perante pragas-alvo (ARAGAO; ANDRADE, 2010).

Portanto, ha grande preocupacdo em relacdo ao resultado das interacdes
entre 0s organismos geneticamente modificados e 0 meio ambiente, uma vez que 0
impacto das plantas transgénicas nao pode ser sempre previsto (FRIZZAS;
OLIVEIRA, 2006). Além disso, a conservacdo da biodiversidade, assim como dos

agentes de controle biolégico, € parte integrante do manejo integrado de pragas,
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b

necessitando de especial importancia a esse contexto e toda a biodiversidade

existente.

2.6 Efeitos sobre organismos néo-alvo

Ultimamente se discute como as plantas geneticamente modificadas contendo
B. thuringiensis interagem com o0s organismos nédo-alvo dos diferentes niveis
troficos, pois no campo, as culturas abrigam ndo somente os insetos praga, mas
também outros artrOpodes (parasitoides e predadores), os quais desempenham
importante papel na regulacdo das populacdes de herbivoros. Em termos
ecologicos, essa hierarquia é chamada de interacéo tritréfica, em que a planta
representa o primeiro nivel tréfico; o inseto praga, herbivoro ou presa, o segundo
nivel; e os inimigos naturais, o terceiro nivel (FRIZZAS; OLIVEIRA, 2006).

Como muitos inseticidas convencionais, essa nova tecnologia tem o potencial
de alterar o controle biol6gico natural por meio de efeitos diretos e indiretos das
plantas geneticamente modificadas no custo adaptativo comportamental ou
ecolégico dos inimigos naturais (SCHULER, 1999). Os mecanismos por meio dos
quais as plantas resistentes afetam o0s inimigos naturais sdo complexos. Os
possiveis efeitos das plantas geneticamente modificadas na dindmica populacional
dos inimigos naturais dependem de ampla gama de fatores, como por exemplo, o
nivel de resisténcia da planta, a especificidade da proteina expressa, em quais
tecidos serd expressa e por quanto tempo, a presenca de plantas suscetiveis
proximas e 0 manejo da cultura, ou seja, aplicacdo de inseticidas, controle de
plantas daninhas, entre outros (SCHULER, 2000). Além dos efeitos diretos da planta
sobre a biologia e ou comportamento do inimigo natural em decorréncia de
substancias quimicas ou outras fontes de alimento, como polen, flores e seiva, ha os
efeitos indiretos, ou seja, efeito da planta sobre a praga, que afeta o inimigo natural
(HOY et al., 1998).

Como as proteinas de B. thuringiensis sdo expressas em altas dosagens nos
tecidos verdes das plantas geneticamente modificadas, e dependendo do promotor
utilizado, também podem ser expressas no polen, nas sementes, nas raizes e em
outras partes da planta, isso também poderia afetar os inimigos naturais de
diferentes maneiras (SCHRIJVER et al., 2007).
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Sugadores podem adquirir a proteina expressa na seiva das plantas
transgénicas quando se alimentam afetando igualmente os inimigos naturais. No
entanto, RAPS et al. (2001) n&do detectaram a proteina CrylAb no floema de milho
geneticamente modificado nem no “honeydew” de Rhopalosiphum padi (Linneu,
1758.) (Hemiptera: Aphididae), contudo a proteina foi detectada em larvas e fezes
de Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833) (Lepidoptera: Noctuidae).

Estudos de laboratério e casa-de-vegetacédo tém revelado efeito em inimigos
naturais quando a praga suscetivel ao Bt é usada como presa ou hospedeiro, sem
nenhuma indicacdo de efeito téxico. Em campo, observou-se que a abundancia e a
atividade de predadores e parasitbides sdo similares em &reas com e sem
transgénicos, entretanto, em areas com aplicacao de inseticidas, observou-se efeitos
negativos sobre esses organismos (ROMEIS et al., 2006).

Pesquisas sobre os efeitos colaterais de eventos transgénicos, utilizados em
culturas como milho e algod&ao sobre os inimigos naturais e outros organismos nao
alvo, estdo cada vez mais atraindo a atencdo da comunidade cientifica
(O'CALLAGHAN et al., 2005; ROMEIS et al., 2006). Tais estudos sdo necessarios
para viabilizar a utilizagéo dessas ferramentas tecnolégicas junto (MIP) (SETAMU et
al., 2002).

2.7 Seletividade de agrotoxicos a Trichogramma pretiosum e adaptacdo da

metodologia da IOBC a cultivares de milho transgénico

Uma parcela significativa do desequilibrio que ocorre em sistemas agricolas
deve-se ao uso inadequado de produtos quimicos. A preservacdo de inimigos
naturais das pragas agricolas tem sido uma das praticas de maior importancia no
MIP. Aplicacdes de produtos fitossanitarios de alta toxicidade e de largo espectro
estdo sendo reconhecidos como a principal causa de desequilibrios biologicos nos
agroecossistemas, provocando problemas como ressurgéncia de pragas, aumento
de pragas primérias que normalmente e selecdo de populacdes de insetos
resistentes (DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001; CARVALHO et al., 2002;
DEGRANDE et al., 2002).

A utiizagdo de compostos seletivos (agrotoxicos, ou ferramentas
biotecnolégicas) como plantas resistentes a insetos é de grande importancia para

retardar ou mesmo evitar esses problemas, pois alguns inimigos naturais se
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alimentam de forma indiscriminada de populacbes de pragas resistentes ou nao
ao(s) produto(s) quimico(s), contribuindo, assim, para a diminuicdo do
desenvolvimento da resisténcia.

Com o objetivo de aprimorar os estudos de seletividade de pesticidas a
organismos benéficos por meio da cooperagéo cientifica internacional, foi formado
em 1974 o “Working Group Pesticides and Beneficial Arthropods” da “International
Organization for Biological Control of Noxious Animals and Plants (IOBC), West
Palaearctic Regional Section (WPRS)”, permitindo o intercambio de resultados entre
paises e economizando recursos utilizados nas repeticbes de testes. Devido a
inclusdo de outros organismos que nao somente artropodes, mas também fungos
entomopatogénicos e anelideos, em 1984 o nome do Grupo passou a ser
“Pesticides and Beneficial Organisms” (FRANZ, 1975; FRANZ et al., 1980; HASSAN,
1983).

Para Trichogramma, o Guia da IOBC (HASSAN, 1998b; HASSAN et al., 2000;
HASSAN; ABDELGADER, 2001) combina dois métodos experimentais de laboratério
e um em condicbes de laboratério-ampliado, que sdo aplicados em sequéncia: (a)
exposicao (contato) dos adultos de Trichogramma a um filme do pesticida aplicado
em placas de vidro; (b) pulverizacdo direta de pupas dentro do ovo do hospedeiro;
(c) exposicao (contato) de adultos de Trichogramma em folhas de videiras tratadas,
a diferentes intervalos ap0s a aplicacdo do pesticida, com sua degradacdo sob
condicbes de campo. De acordo com 0 mesmo Guia, o primeiro teste de laboratério
(@) prova se o produto € in6écuo. Produtos considerados inGcuos neste teste séo
inGbcuos a campo, com rarissimas excecdes. Nesse caso a continuidade dos testes é
preconizada. Testes utilizando os métodos (b) e (c) sdo necessarios quando o
pesticida foi classificado como nocivo, moderadamente nocivo e levemente nocivo
no teste (a). Apesar da inocuidade de um produto ser facilmente demonstrada em
experimentacdo de laboratorio, a toxicidade somente pode ser confirmada sob
condicdes de campo. Os testes sob condi¢Bes praticas de semicampo ou campo Sao
recomendados quando o pesticida foi classificado como nocivo ou moderadamente
nocivo no teste (b), persistente ou moderadamente persistente no teste (c).

Baseado nestes testes da IOBC, descritos acima, para avaliar agrotoxicos
sobre inimigos naturais, podera ser feito adaptacfes da metodologia para testar
partes de plantas transgénicas de milho, expondo T. pretiosum a polen, folhas, caule

e seiva da planta.
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No momento, ndo se tem nada definido sobre este tema no Brasil e assim
cada empresa elabora as suas proprias metodologias dificultando a compra de
resultados ou duplicando muitos trabalhos.

Com estes Protocolos prontos e com a metodologia definida para cada
inimigo natural, o material podera servir de base para realizacdo de demais testes
com plantas transgénicas e inimigos naturais, possibilitando futuras analises de
resultados. Estes estudos poderédo servir de base para elucidar questionamentos, ou
mesmo auxiliar com dados para aprovacdo e liberacdo de novos materiais

transgénicos no Brasil.
2.8 Efeito sobre parasitoides

Os adultos podem ser afetados: ao alimentarem-se de seiva (floema, xilema),
polen e néctar das plantas geneticamente modificadas contendo proteina Bt; por
mudanc¢as na emissdo de compostos volateis pela planta, o que pode interferir na
localizac&o hospedeira pelo parasitéide; por mudancas na composicao e na emissao
de compostos das fezes hospedeiras ou no “honeydew” excretado; essas mudancas
no comportamento do hospedeiro induzido pelas plantas transgénicas, como
aumento na movimentacdo, o que pode afetar o parasitismo (SCHULER, 2000;
IRVIN et al., 2007).

Pdlen, ao contrario de néctar, € um tecido de planta, por isso € capaz de
sintese de proteinas, e seu teor de proteina pode ultrapassar 60% (WACKERS; VAN
RIJN; BRUIN, 2005). O pdlen de milho é uma importante fonte de recurso alimentar
para os parasitoides de ovos do género Trichogramma (WANG et al.,, 2007); a
producdo desse polen € maior no periodo que antecede a antese.

Geng et al. (2006), constataram que Trichogramma chilonis (Ishii, 1941)
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) alimentados com pélen proveniente de algodao
Bt ndo reduz sua capacidade de parasitismo, longevidade e razao sexual, bem como
a longevidade de seus descendentes.

Pesquisa desenvolvida por Peter et al., (2004), em fémeas adultas de
Trichogramma minutum (Riley, 1871) (Hymenoptera: Trichogrammatidae), que se
alimentaram de pdlen extra floral, ndo tiveram sua longevidade afetada, observando
média 11,5 dias de vida. Zhang et al., (2004) relataram que fémeas de
Trichogramma brassicae (Bezdenco, 1968), (Hymenoptera: Trichogrammatidae),
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alimentada com polen de milho e 4gua, tiveram aumento significativo da longevidade
do parasitoide.

Wang et al., (2007) estudaram o efeito do pdlen de plantas de milho
transgénico que expressam proteinas CrylAb de B. thuringiensis sobre fémeas
adultas de Trichogramma ostriniae (Pang e Chen, 1917) (Hymenoptera:
Trichogrammatidae). Os autores n&o verificaram quaisquer alteragbes na
longevidade, numero de ovos parasitados, viabilidade e razdo sexual dos
parasitoides alimentados com solucdo de pdlen oriundos de milho transgénico. Foi
observado ainda, que a solucdo de agua e pdélen aumentou o desempenho
reprodutivo e a sobrevivéncia de fémeas de T. ostriniae comparadas com as fémeas
alimentadas com agua apenas.

Os presentes dados mostram que, sob condicbes de laboratorio
Trichogramma sp. consome polen, embora ndo esta claro se quaisquer beneficios
dependem do acesso a uma fonte de hidratos de carbono. No entanto, caso a caso,
analises de impacto de culturas genéticamente modoficadas (GM) via pdélen em
parasitoides de ovos sdo necessarias por causa do potencial deste recurso alimentar
para adultos, e presenca conhecida de proteinas de culturas GM no pdélen.

Fluidos vegetais, como, xilema e floema que emanam a partir de tecidos
danificados, podem ser acessiveis a parasitoides de ovos. Os mesmos podem
conter proteinas de culturas GM (SHI et al.,, 1994, BERNAL et al., 2002). A
importancia para parasitoides geralmente ndo € clara, muito poucas observacdes
estdo disponiveis.

Zimmermann et al. (2004), verificou que fémeas do género Trichogramma que
tiveram acesso a seiva de milho parasitaram menos ovos em comparacao aqueles
gue tiveram acesso a honey-dew de pulgbes presentes nas plantas do mesmo
cultivar hibrido. Os autores relatam que geralmente a seiva da planta contém teor de
acucar baixo em relacdo ao néctar e honey-dew, prejudicando a nutricdo e
consequentemente a atuagao do parasitoide.

Além dos efeitos diretos citados acima, as plantas geneticamente modificadas
podem afetar os inimigos naturais pela diminuicdo severa no suprimento de presas.
No entanto, este efeito tende a ser mais profundo para os inimigos naturais que se
alimentam exclusivamente da praga, da qual a planta transgénica tem especificidade
em controlar (SCHULER et al., 1999). Os parasitoides larvais podem ser afetados de

diversas maneiras, cita-se a reducdo na qualidade do hospedeiro, 0 que reduziria a
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sobrevivéncia larval e a fecundidade do parasitoide; ao consumir tecidos do
hospedeiro; por ndo conseguir completar seu desenvolvimento em decorréncia da
morte prematura do mesmo.

A mortalidade do hospedeiro H. zea aumentou com 0O crescimento na
densidade do seu inimigo natural (MASCARENHAS; LUTTRELL, 1997). O aumento
do parasitismo pode estar relacionado com a maior movimentacao das larvas nas
plantas transgénicas, facilitando o encontro pelo parasitoide. Assim, a maior
movimentacao poderia acarretar em menor alimentacdo. Fator que implicaria menor
emissdo de compostos secundérios e afetaria a localizacdo do hospedeiro pelo
parasitoide (FRIZZAS; OLIVEIRA, 2006).

Estudos com pragas resistentes a proteinas Bt, visando avaliar os efeitos da
proteina na biologia do parasitoide, pode auxiliar a andlise dos riscos
ecotoxicolégicos. Estudos mostraram que o parasitoide Cotesia plutellae
(Kurdjumov, 1920 (Hymenoptera: Braconidae) se desenvolve normalmente em
lagartas de Plutella xylostella (Linneu, 1758) (Hymenoptera: Braconidae) resistentes
e que o parasitoide consegue localizar seu hospedeiro mesmo quando o dano nas
folhas é feito artificialmente ou quando é causado por lagartas resistentes
(SCHULER et al., 2000). Isso pode contribuir para os programas de manejo
integrado de pragas e para o0 manejo da resisténcia, ja que C. plutellae e B.
thuringiensis utilizados conjuntamente sao efetivos para o controle de P. xylostella, e
0s parasitoides poderiam ajudar a controlar a praga no refagio (areas com plantas
suscetiveis a praga), reduzindo a necessidade de aplicacdo de inseticidas, o que
poderia diminuir a evolugcédo da resisténcia ao inseticida (CHILCUTT; TABASHNIK,
1999).

As plantas geneticamente modificadas apresentam elevado nivel de controle
das pragas-alvo. A reducdo severa no suprimento de presas pode afetar o
parasitismo no campo, no entanto, Orr & Landis (1997) nédo verificaram diferencas no
parasitismo de massas de ovos de Ostrinia nubilalis (Hubner, 1790) (Lepidoptera:
Pyralidae) pelos parasitoides Eriborus terebrans (Gravenhorst, 1829) (Hymenoptera:
Ichneumonidae) e Macrocentrus grandii (Goidanich) (Hymenoptera: Braconidae) em
areas de milho transgénico. A porcentagem de parasitismo por Diadegma insulare
(Cresson, 1875) (Hymenoptera: Ichneumonidae), parasitoide de larvas e pupas de P.
xylostella, néo diferiu em campos com mistura de plantas transgénicas e
convencionais (RIGGIN-BUCCI; GOULD, 1997).
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O milho transgénico (eventos 176 e Btll) reduziu em 29-60% a abundancia
do parasitoide especialista Macrocentrus cingulum (Brischke) (Hymenoptera:
Braconidae) (PILCHER et al., 2005). O parasitoide Apanteles chilonis (Munakata)
(Hymenoptera: Braconidae) teve algumas caracteristicas de seu desenvolvimento
negativamente afetadas quando o parasitismo ocorreu em hospedeiro Chilo
suppressalis (Walker) (Lepidoptera: Pyralidae) que se alimentou em arroz
transgénico (JIANG et al.,, 2005). Para o parasitoide C. plutellae, ndo foram
observados efeitos negativos nos parametros biolégicos de desenvolvimento quando
o hospedeiro P. xylostella, resistente ao Bt, alimentou-se em folhas de repolho
transgénico, entretanto, para a raca de P. xylostella suscetivel, a morte prematura do
hospedeiro impediu o desenvolvimento do parasitoide (SCHULER et al., 2004).

No Brasil, um estudo avaliou ndo apenas o efeito do milho YieldGard sobre S.
frugiperda, mas também o impacto sobre o parasitoide de ovos Trichogramma
atopovirilia (Oatman & Platner, 1983) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) um
organismo nao-alvo benéfico (FERNANDES, 2003). O consumo de area foliar foi
menor no milho YieldGard, o que mostra um menor ataque por S. frugiperda e
corrobora as conclusdes sobre eficacia de controle dessa praga. A qualidade dos
ovos da praga nao foi afetada pelos tratamentos, nem o parasitismo desses ovos
pelo parasitoide T. atopovirilia. O padrdo de oviposicdo da S. frugiperda no milho
YieldGard foi mantido quando comparado ao milho convencional, assim como as
caracteristicas das posturas. Os resultados confirmam a eficacia do milho YieldGard
no controle da S. frugiperda, e a sua seguranca para organismos nédo-alvo
pertencentes a cadeia tréfica em questéo.

Segundo Frizzas e Oliveira (2006) a possibilidade da utilizacdo conjunta do
controle bioldgico e da resisténcia de plantas por meio das plantas geneticamente
modificadas tem assumido importancia nas ultimas décadas, pois, além do potencial
de maior eficiéncia do controle biolégico nas variedades resistentes, 0s inimigos
naturais podem retardar o processo de adaptacdo da praga as plantas transgénicas.
No entanto, nem sempre esta associacao resulta em interacdes positivas. A variacédo
deve-se ao fato de que, além dos efeitos provocados por esses dois métodos de
controle, existem as interagOes tritroficas envolvendo a planta, a praga e o inimigo

natural.



34

Outro aspecto a ser considerado, € a diminuicdo do uso de inseticidas
acarretado pelo uso de plantas transgénicas, principalmente, os de largo espectro, o
qgue favorecera a manutencéo de populacdes de inimigos naturais e sua atuacao no
controle de pragas. Portanto, as plantas transgénicas ndo sao substituicdo aos
inseticidas, mas sim, nova abordagem ao Manejo Integrado de Pragas (MIP), por
eliminar ou reduzir drasticamente o uso de inseticidas néo seletivos, favorecendo a
alianca com o controle bioldgico, e por reduzir o risco de resisténcia de insetos aos
produtos quimicos (FRIZZAS; OLIVEIRA, 2006).

E importante que se defina o que é um impacto ambiental ou um risco
ecolégico, e qual o ponto de comparacdo, ou seja, 0S possiveis impactos das
plantas geneticamente modificadas e sua comparacdo com os métodos de controle.
A utilizacdo dessas plantas € uma importante tecnologia que podera romper muitas
barreiras e trazer importantes beneficios, no entanto, sua utilizacdo deve ser
considerada como mais uma tética dentro do contexto de MIP, e ndo como uma

tatica Unica de controle.



3 Metodologia Geral

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Manejo Integrado de
Pragas (LabMIP/LABAGRO) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Pelotas-
RS.

3.1 Criacdo e manutenc¢do do material biolégico para os bioensaios

3.1.1 Cultivo das plantas de milho hibrido

Para realizagdo dos bioensaios foram cultivados hibridos de milho, os quais
foram mantidos em casa de vegetacdo com controle de condicbes ambientais. As
plantas foram cultivadas em vasos plasticos (20cm diametro inferior x 24cm diametro
superior X 22cm altura) com oito orificios na parte inferior, dispostos sobre pratos
plasticos que serviram como reservatério de agua. Cada vaso continha em média 12
Kg de solo do tipo planossolo (hidromérfico). Foi usado adubo quimico (5-20-20),
aplicado conforme as exigéncias da cultura do milho e utilizadas quatro sementes
em cada balde, ocorrendo desbaste no estadio fenoldgico V2, permanecendo duas

plantas por vaso.

3.1.2 Hospedeiro alternativo Anagasta kuehniella

O hospedeiro alternativo Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera:
Pyralidae) foi criado conforme Parra (1997), utilizando-se dieta composta por farinha
de trigo (97%) e levedo de cerveja (3%), e 0s ovos produzidos visaram a

multiplicacéo dos parasitoides.
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3.1.3 Parasitoide Trichogramma pretiosum

O material biolégico utilizado nos bioensaios foi constituido por parasitoides
de ovos da espécie T. pretiosum. Estes insetos deram origem a uma criacéo, a qual
foi mantida em cilindros de vidro (25cm de comprimento x 10cm de diametro) em
camaras climatizadas sob temperatura de 25+1°C, umidade relativa de 70+£10% e
fotofase de 14 horas. O alimento fornecido a adultos de T. pretiosum foi composto
por 3g de gelatina, 100mL de agua destilada e 200g de mel (HASSAN et al., 2000),
o qual foi acondicionado em seringas de 5mL e conservado resfriado em
temperatura de 4+2°C.

3.1.4 Preparo de cartdes com ovos do hospedeiro Anagasta kuehniella

Ovos de A. kuehniella, com no méaximo 24 horas de idade foram obtidos da
criacao e peneirados (peneira de malha com 0,5mm) para retirada de fragmentos de
adultos e demais impurezas.

Os ovos foram colados em cartolina azul (20 x 11cm), por método de
pincelamento de goma arabica (PARRA, 1997) sobre lamina plastica perfurada,
contendo 60 orificios de 1cm. Posteriormente, as cartolinas contendo ovos foram
acondicionadas em camaras de inviabilizacdo, onde permaneceram sob emissdo de
luz germicida (STEIN; PARRA, 1987) por uma hora a uma distancia de 20cm. Logo,
as cartelas foram acondicionadas em cilindros de vidro (25cm de comprimento x
10cm de diametro) para que os ovos fossem parasitados por adultos de T. pretiosum
e servissem para a manutencao da criacdo ou conducdo dos bioensaios de imaturos

ou adultos.

3.2 Conducéao dos bioensaios com Trichogramma pretiosum

Os bioensaios foram conduzidos em salas climatizadas (temperatura de
25+£1°C, umidade relativa de 70+10%, fotofase de 14 horas) e basearam-se nas
metodologias estabelecidas pelo grupo de trabalho da IOBC para Trichogramma
cacoeciae Marchal, 1927 (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (HASSAN et al., 2000;
HASSAN; ABDELGADER, 2001), as quais foram adaptadas por Giolo et al. (2005)
para T. pretiosum, em funcdo das caracteristicas biologicas do parasitoide. As
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referidas alteracdes de fotofase (16 horas para T. cacoeciae; 14 horas para T.
pretiosum), temperatura (26°C para T. cacoeciae; 25°C para T. pretiosum) e espécie
utilizada no presente trabalho (T. pretiosum), entretanto ndo alteraram a metodologia
de trabalho propostas pela IOBC, adaptada parcialmente as condi¢cdes climaticas

brasileiras.

3.2.1 Bioensaios com adultos

Os bioensaios foram conduzidos em laboratério (temperatura de 25+1°C,
umidade relativa de 70+10%, fotofase de 14 horas), expondo-se adultos (estagio
mais sensivel) dos parasitoides a folha, caule e pdlen de plantas de milho
transgénicas e seus respectivos materiais isogénicos (ndo transgénicos) utilizando-

se de adaptacao das metodologias da IOBC/WPRS.

3.2.2 Bioensaio envolvendo efeito do pélen de milho transgénico em fémeas de

Trichogramma pretiosum

Os bioensaios envolvendo o efeito do polen de milho transgénico sobre
fémeas de T. pretiosum foi conduzido em laboratério (temperatura de 25+1°C,
umidade relativa de 70+10%, fotofase de 14 horas). Para analisar o efeito do pdélen
de trés diferentes hibridos de milho transgénico e seus respectivos isogénicos,
fémeas recém-emergidas de T. pretiosum foram individualizadas em tubos de Duran,
contendo como substrato alimentar mel acrescido de pélen dos respectivos hibridos
de milho. Foram analisados os seguintes parametros biolégicos do parasitoide:

longevidade, parasitismo total, viabilidade de emergéncia e razao sexual.

3.3 Analises estatisticas

Andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa estatistico
SAS - Statistical Analysis System (SAS LEARNING EDITION, 2002). Os resultados
obtidos, quanto ao nimero de ovos parasitados por fémea, foram submetidos ao
teste de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk através do procedimento Univariate.

Em caso de normalidade dos dados, as médias foram comparadas pelo teste Tukey
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(dados balanceados) utilizando-se o procedimento GIm em nivel de 5% de
probabilidade de erro.



4 Capitulo 1 - Efeito de plantas de milho transgénico sobre adultos de

Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae)

4.1 Introducao

O Brasil possui uma area de aproximadamente 15 milhdes de hectares
cultivados de milho (Zea mays) com uma producdo em torno de 72 milhdes de
toneladas, apresentando um rendimento médio de 5 mil Kg/ha (IBGE, 2012). Porém,
inumeros fatores interferem na sua producédo, como o clima, a fertilidade do solo, o
tipo de solo, além dos insetos-praga que atacam a cultura praticamente em todas as
fases de seu ciclo (RODRIGUES; SILVA, 2011).

A conservacao e a utilizacdo de agentes de controle biolégico dentro de um
sistema de producéo é uma das principais estratégias adotadas no manejo integrado
de pragas (MIP). Para isso, se faz necesséario conhecer a acdo dos produtos
fitossanitarios de origem quimica e bioecol6gicos sobre o inimigo natural e a partir
disso determinar sua seletividade, efeito essencial para a protecao de cultivos, pois
na verdade, o notavel sucesso alcancado pelo uso de pesticidas tem dificultado o
estudo dos inimigos naturais das pragas (VAN DEN BOSCH; STERN, 1962),

O século XX foi caracterizado por grandes descobertas que tiveram profundo
impacto no melhoramento genético de plantas. Ha muitos anos, as plantas
cultivadas tém sido manipuladas geneticamente pelo homem, por meio do
melhoramento classico. Atualmente, o melhoramento de plantas pode recorrer as
técnicas da engenharia genética. Entre as estratégias de plantas geneticamente
modificadas resistentes a insetos, encontram-se: Bacillus thuringiensis (Bt), a mais
utilizada; além de colesterol oxidase; lectinas; inibidores de a-amilase; inibidores de
proteinases; proteinas inseticidas vegetativas; quitinases; peroxidase; entre outras
(CAROZZI; KOZIEL, 1997).

A grande maioria das plantas geneticamente modificadas resistentes a
insetos expressa genes derivados da bactéria B. thuringiensis. Insetos e Bt tém
coexistido por milhées de anos, ja que B. thuringiensis € uma bactéria que habita

naturalmente o solo, é gram-positiva esporulante e anaerdbica facultativa. Além
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disso, é empregada ha muitos anos como um inseticida microbiano por agricultores
e, mais recentemente € utilizada como nova ferramenta para o controle de pragas,
por meio da sua expressao nas plantas transgénicas.

A area mundial com plantas geneticamente modificadas € de 170 milhdes de
hectares. O principal pais em termos de area cultivada € os Estados Unidos da
América (69 milhdes de hectares), e o Brasil ocupa a segunda posic¢ao (36,6 milhdes
de hectares), sendo as principais culturas a soja, o milho e o algodédo (JAMES,
2012). Deste modo as plantas geneticamente modificadas que expressam genes
com atividade inseticida representam uma nova alternativa para o controle de
insetos. Atualmente diversas culturas, tais como milho, algodao, batata e fumo, tém
sido modificadas geneticamente para expressar as proteinas derivadas de B.
thuringiensis.

Apesar dos beneficios, existem possiveis riscos relativos as plantas
geneticamente modificadas. Dentre as principais destacam-se a selecdo de
populacfes de insetos resistentes as proteinas Bt, ocorréncia de fluxo génico com
parentes silvestres relacionados com possivel alteracdo na agressividade do
genotipo; impacto das proteinas Bt sobre as espécies ndo alvo (inimigos naturais,
pragas secundarias, insetos de solo e polinizadores); efeitos adversos na
biodiversidade, no ecossistema e nas comunidades bibticas (FERRY et al., 2006;
ROMEIS et al., 2006; WANG et al., 2007).

Adultos de parasitoides de ovos tem possibilidade de exposicdo direta a
proteinas de plantas geneticamente modificadas quando em contato com néctar
extrafloral, polen e outros fluidos de plantas, tais como seivas (xilema, floema) e
fluidos provenientes de tecidos danificados (CONSOLI et al., 2010).

Deste modo o0 assunto necessita ser visto com atencdo perante & comunidade
cientifica mundial efetuando-se uma investigacdo do risco dessa exposicao.

Além disso, € crescente o0 uso de agentes de controle bioldgico em culturas
agricolas do Brasil, tendo sido registrado a liberacdo de Trichogramma pretiosum
(Riley, 1879) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) em culturas anuais em mais de
3.000 hectares de milho em 2008 na Regido de Santa Maria/ RS (NAVA
NACHTIGAL, 2010).

No Brasil, varios estudos foram conduzidos para avaliar a seletividade de
agrotoxicos a Trichogramma em diversas culturas, porém poucos foram os trabalhos

realizados sobre esse parasitoide para a cultura do milho (CRUZ, 1995;
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PRATISSOLI et al., 2004; STEFANELLO et al., 2010). Além disso, a grande maioria
dos trabalhos de seletividade ou efeito a inimigos naturais nessa cultura ainda nao
utilizan-se de técnicas padronizadas para a conducdo dos testes com plantas
transgénicas dificultando assim a comparacdo de dados e a indicacdo de hibridos
que sejam seletivos, inécuos e ndo causem impacto e com isso auxiliem na
preservacao de parasitoides e predadores nos sistemas de producgéo agricola.

Envolvendo parasitoides de ovos ndo encontramos trabalhos a nivel nacional
tratando de seletividade especificamente, mas sim descrevendo influéncia de
isolados de B. thuringiesis sobre T. pretiosum (POLANCZYK et al.,, 2006;
PRATISSOLI et al., 2006a; SANTOS et al., 2011).

Visto a importancia da integracdo biotecnologia, do controle bioldgico e do
reduzido numero de trabalhos plantas de milho transgénicas e parasitoide de ovos, o
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da exposicao de folha, caule e pélen sobre
adultos de T. pretiosum em laboratério, através de metodologia adaptada pela
IOBC/WPRS.

4.2 Material e Métodos

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Manejo Integrado de
Pragas (LabMIP/LABAGRO) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Pelotas-
RS, no periodo de Novembro de 2011 a Dezembro de 2012, baseando-se nos

critérios e parametros recomendados pela IOBC (HASSAN et al., 2000).

4.2.1 Criacdo e manutencao do material biolégico para os bioensaios

4.2.2 Hospedeiro alternativo Anagasta kuehniella e preparo de cartdes

O hospedeiro alternativo Anagasta kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera:
Pyralidae) foi criado conforme Parra (1997) (Figura 1A e 1B) visando a producéo de
ovos para a multiplicacdo dos parasitoides. ApOs aspiracdo dos adultos do interior
das bandejas (Figura 1B), os mesmos foram inseridos em gaiolas de PVC, para
copula e postura (Figura 1C). Ovos de A. kuehniella a cerca de 24 horas de idade
foram obtidos da criacdo e colados em papel cartolina azul (20,0 x 11,0cm), através

do pincelamento de goma arabica (PARRA, 1997) e utilizacdo de molde plastico,
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ovos estes que, apos serem inviabilizados sob lampada germicida (STEIN; PARRA,
1987), foram ofertados a T. pretiosum para parasitismo (Figura 1D) e serviram para

conducao dos bioensaios (Figura 1E) ou manutencao da criacdo (Figura 1F).

4.2.3 Parasitoide Trichogramma pretiosum

Os cartdbes com ovos parasitados foram mantidos em cilindros de vidro
(25,0cm de comprimento x 10,0cm de diametro) em camaras climatizadas sob
condi¢cbes de temperatura de 25+1°C, umidade relativa de 70£10% e fotofase de 14
horas (Figura 1F), para o desenvolvimento de T. pretiosum. O alimento fornecido a
adultos de T. pretiosum foi composto por 3,0g de gelatina, 100,0mL de &agua
destilada e 200,0g de mel, o qual foi acondicionado em seringas de 5,0mL e
conservado em temperatura de 4+2°C. Para a realizacdo dos bioensaios foram

utilizados somente parasitoides da mesma geracéao.
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Figura 1- Detalhes da criacdo do hospedeiro alternativo Anagasta kuehniella e de
Trichogramma pretiosum. A) Criacdo da fase imatura de A. kuehniella em bandejas,
com farinha de trigo e levedo de cerveja; B) Bandejas contendo adultos de A.
kuehniella; C) Insercdo de adultos de A. kuehniella em gaiolas de PVC com telas; D)
Parasitismo de ovos de A. kuehniella por T. pretiosum; E) Cartdo com ovos de A.
kuehniella n&o parasitados (claros) e ovos parasitados (escuros) para conducéo de
bioensaios; F) Armazenamento de recipientes de vidro contendo cartdes com ovos
parasitados em caAmaras BOD. Pelotas-RS. 2011/2012.
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4.2.4 Conducéo dos bioensaios

Os bioensaios foram conduzidos em laboratério (temperatura de 25+1°C,
umidade relativa de 70+10%, fotofase de 14 horas), expondo-se adultos (estagio
mais sensivel) dos parasitoides a folha, caule e pdlen de plantas de milho
transgénico e seus respectivos matérias isogénicos (Tabela 1), utilizando-se de
adaptacdo das metodologias da IOBC/WPRS, adequadas por Giolo et al. (2005) e
Manzoni (2006).

Foram realizados seis tratamentos por experimento, consistindo em hibridos
de milho transgénico (dois tratamentos), respectivos isogénicos (ndo transgénico)
(dois tratamentos), testemunha negativa (dgua destilada) e uma testemunha positiva
(Lannate BR).

De acordo com as normas padronizadas pelo grupo de trabalho da IOBC, é
necesséaria a inclusdo de um padrdo toxico (testemunha positiva) nos testes de
seletividade de agrotoxicos a Trichogramma (HASSAN et al., 2000), como forma de
avaliar a sensibilidade relativa do sistema insetos/teste. Nesse sentido, o inseticida
Lannate BR (metomil) foi utilizado como padrdao de toxicidade em todos os
bioensaios, por ser reconhecidamente nocivo aos parasitoides do género
Trichogramma (STEFANELLO, 2010) e também apresentar registro para a cultura

do milho no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

4.2.5 Hibridos de milho avaliados

Foram avaliados 10 hibridos de milho transgénico, inscritos no Registro
Nacional de Cultivares (RNC), identificados, como: marca, hibrido, proteina
expressa, nhome comercial da tecnologia, evento e ciclo (Tabela 1). Deste modo,
totalizaram 15 bioensaios entre (folha, caule e pdlen).



Tabela 1 — Hibridos de milho transgénico avaliados quanto a seletividade/efeito sobre as fases adultas de Trichogramma pretiosum inscritos no Registro

Nacional de Cultivares (RNC). Pelotas-RS. 2011/2012.

Marca Hibrido Proteina expressa Nome Comercial Evento Ciclo!
Agroceres AG 8011YG CrylAb Yeld Gard MON810 P
Biogene BG 7060Y CrylAb Yeld Gard MON810 P
Agroeste AS 1551 YG CrylAb Yeld Gard MONS810 SP
Agroeste AS 1551 VT PRO CrylA. 105 + Cry 2Ab2 PRO MON89034 SP
Dekalb DKB330YG CrylAb Yeld Gard MON810 SP
Dekalb DKB390PRO2 LA 105 3 Cryahbz PRO2 NP P
Pioneer 30F53H CrylF PAT Herculex TC1507 P
Pioneer 32R48H CrylF PAT Herculex TC1507 SP
Syngenta Status TL CrylAb PAT TL Bt 11 P
Syngenta Status Viptera VIP3Aa20 Viptera - MIR162 MIR162 P

Ciclo'= P (precoce), SP (super precoce).

ey
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4.2.6 Montagens das placas com partes da planta de milho

Em adaptacdo da metodologia preconizada pela IOBC/WPRS os adultos de
T. pretiosum foram colocados em contato com diferentes partes da planta de milho
transgénico e de seus respectivos materiais isogénicos néo transgénicos. Utilizaram-
se primeiramente fragmentos de folhas da por¢cdo mediana da planta em estadio
fenologico V5 a V8, fixadas em placa de vidro com fio de nylon (Figura 2A).

A segunda fase dos bioensaios consistiu na exposicdo ao caule da planta em
estagio fenolégico V8. Os mesmos foram cortados distalmente e alinhadas sobre
placa de vidro. Desta forma, cobrindo totalmente a superficie da placa e expondo os
individuos a fluidos (extravasamento celular da seiva) (Figura 2B).

A Ultima fase dos bioensaios expos os pararasitoides ao pdlen das plantas
(Figura 2C). O mesmo foi coletado e disposto de modo a criar uma pelicula uniforme
sobre placa de vidro, quantificada em cerca de 160 grénulos de pélen/cm?
guantidade aferida em microscépio estereoscopico com auxilio de um gabarito. A
montagem das placas de vidro com as respectivas partes da planta de milho
respeitou as zonas marginais das placas que foram protegidas por uma armacao
plastica (14,0 x 14,0cm), para que somente a area central (10,0 x 10,0cm) fosse
utilizada, deste modo nédo ocorrendo a contaminagédo das molduras de aluminio e da

espuma da gaiola.
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Figura2 - Detalhe da montagem das placas para preparacdo das gaiolas de contato. A) Partes
da folha mediana de milho; B) Caule com corte distal disposto paralelamente a placa,
C) Pdlen de milho formando pelicula sobre a placa. Abaixo fotos das gaiolas de
contato montadas com partes da planta de milho. Pelotas-RS. 2011/2012.

4.2.7 Aplicagéo do inseticida (Lannate BR- testemunha positiva)

A seletividade do agrotoxico Lannate BR a adultos de T. pretiosum foi
avaliada utilizando-se a maxima dosagem de campo registrada para a cultura do
milho (0,6 I/ha). O produto comercial foi diluido em &gua destilada, considerando um
volume de calda de 200 L ha™ (HASSAN et al., 2000), e as aplicagbes foram
realizadas através da utilizacdo de pulverizadores manuais de 580 mL (Figura 3B)
sobre placas de vidro (13,0cm x 13,0cm x 0,2cm de espessura) com deposicao de
calda de 1,75 + 0,25 mg cm™, aferida por pesagem em balanca eletrénica. Também
durante as pulverizacdes as zonas marginais das placas de vidro foram protegidas
por uma armacao plastica (14,0 x 14,0cm), para que somente a area central (10,0 x
10,0cm) fosse impregnada com a calda e prevenindo a contaminacao das molduras

de aluminio e da espuma da gaiola.
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A calda do inseticida foi aplicada sobre oito placas de vidro por tratamento,
em apenas uma face, que depois de secas serviram de fundo e cobertura na

montagem de quatro gaiolas de contato.

4.2.8 Preparo das gaiolas de contato

Cada gaiola de contato foi composta por duas placas de vidro que serviram
de fundo e cobertura de uma moldura de aluminio (13,0cm de comprimento x 1,5cm
de altura x 1,0cm de espessura), fixadas por presilhas (Figura 3B). A face contendo
determinada parte da planta de milho transgénico ou pulverizada permaneceu
voltada para o interior da gaiola, expondo assim os parasitoides a folha, caule, pdélen
e aos residuos secos do agrotoxico (testemunha positiva). Fitas de espumas auto-
adesivas (0,9 cm) foram colocadas na moldura de aluminio na face da gaiola voltada
a placa de vidro, a fim de permitir melhor acomodac¢édo das mesmas e evitar a fuga
dos parasitoides.

Cada gaiola possuia seis orificios (diametro de 1,0cm) de ventilacdo para
cada uma das trés laterais, sendo cobertas internamente com tecido pretoa fim de
evitar a fuga dos parasitoides. Dessa forma, os vapores tdxicos puderam ser
removidos por um sistema de succédo de ar, conectado as gaiolas por mangueiras e
conectores, durante todo o periodo de conducdo do experimento (Figura 3C). Em
uma das laterais havia dois orificios: um orificio (3,5 x 1,0cm) utilizado para a
introducdo de ovos do hospedeiro A. kuehniella, para serem parasitados pelas
fémeas remanescentes de T. pretiosum, e para o fornecimento de alimento (item
2.4) aos insetos em teste; e outro orificio (diametro de 1,0cm) para insercdo dos
parasitoides a serem expostos aos residuos dos agrotoxicos.

Na montagem das gaiolas, as superficies externas das placas de vidro
(superficie nédo tratada) foram cobertas com um cartdo preto de mesmas dimensodes
da placa, porém com uma éarea central removida (7,0 x 7,0cm) (Figura 3B). Isso
maximizou a concentragdo de adultos do parasitoide na superficie tratada, devido

seu comportamento fototrépico positivo.
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4.2.9 Tubos de emergéncia

Tubos de emergéncia (ampolas de vidro de 12,0cm de comprimento x 2,0cm
de diametro na extremidade x 0,7cm na extremidade oposta) (Figura 3D) foram
utilizados para a liberacédo de T. pretiosum recém emergidos (aproximadamente de
24 horas de idade) no interior das gaiolas de contato.

Para isso, cartbes de cartolina azul (20,0 x 11,0cm) com 60 circulos (1,0cm de
diametro) contendo 250150 ovos inviabilizados sob lampada germicida (STEIN;
PARRA, 1987) de A. kuehniella foram ofertados a adultos de T. pretiosum para
parasitismo (Tabela 2). Posteriormente, os ovos foram mantidos nas mesmas
condicbes da criacao (item 4.2.3) por 7 dias para permitir 0 desenvolvimento do
parasitoide até a fase de pupa. ApOs esse periodo, os circulos contendo ovos
homogeneamente parasitados por T. pretiosum foram utilizados para confec¢do dos
tubos de emergéncia.

Utilizaram-se 24 circulos, um para cada tubo de emergéncia, mais 4 circulos
individualizados em tubos de 10,0cm de comprimento por 2,5cm de diametro, para
avaliacao dos parametros “numero de parasitoides por ovo” e “razao sexual”’. Dessa
forma, para cada experimento foram utilizados 28 circulos de ovos parasitados, de
cada cartdo de 60 circulos.

Assim, um tubo de emergéncia estava constituido por um circulo (1,0cm de
diametro), contendo 250+50 ovos previamente parasitados, aderido a uma cartolina
azul (8,0 x 1,5cm) com trés filetes de alimento (Figura 3A). Os tubos foram fechados
com tecido de algodao branco, fixando-o com um elastico e um anel de borracha,
nas extremidades de maior e menor diametro, respectivamente. Trés dias apos,
adultos de T. pretiosum com 24 horas de idade estavam disponiveis para a liberacéo

no interior das gaiolas de contato.
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Detalhes da conducdo dos bioensaios (seletividade/efeito). A) Pulverizador manual
utilizado para aplicacdo da calda (testemunha positiva); B) Componentes utilizados na
montagem da gaiola de exposicdo de T. pretiosum aos residuos do inseticida e partes
das plantas transgénicas a parasitoides de ovos; C) Detalhes do sistema de succéo de
vapores toxicos do interior da gaiola; D) Tubo de emergéncia contendo ovos de
Anagasta kuehniella parasitados, adultos de T. pretiosum recém emergidos e filetes de
mel. Pelotas-RS. 2011/2012.
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Tabela 2 — Cronograma de atividades para bioensaios de efeito com hibridos de milho transgénico a
adultos de Trichogramma pretiosum. Pelotas-RS. 2011/2012.

Dias

Semanas

1a

28

3a

42

Segunda

J

Montagem dos
tratamentos
(plantas/padrao
inseticida), preparo
das gaiolas e
conexao dos tubos
de emergéncia

Desmontagem das
gaiolas e
transferéncia de
cartdes parasitados
para placas de Petri

Terca

Desconexao dos
tubos de emergéncia
e insercdo de ovos
hospedeiros 24
horas apds preparo
dos tratamentos

Quarta

Insercdo de ovos
hospedeiros 48
horas apds o preparo
dos tratamentos

Quinta

Avaliacéo da
populacao inicial do
parasitoide

Inicio das avaliacdes
do parasitismo nos
ovos de

A. kuheniella

Sexta

Parasitismo dos
ovos do hospedeiro

Preparo dos tubos
de emergéncia

Insercéo de ovos
hospedeiros 96
horas apds preparo
dos tratamentos

Séabado

Domingo

Inicio da emergéncia
de adultos de T.
pretiosum

J

4.2.10 Liberagao dos insetos em teste

J/

J

Os tubos de emergéncia contendo adultos ativos de T. pretiosum foram

envoltos com capas feitas de cartolina preta e conectados as gaiolas de contato

apos a montagem das placas com folha, caule e polén ou seis horas apoés

pulverizacdo do agrotoxico (testemunha positiva) (Tabela 2) (Figura 4A, 4B e 4C). O

escurecimento dos tubos, aliado ao aumento da intensidade luminosa da sala do

bioensaio, passando de 1 lampada tubular fluorescente de 40 watts para uma de

150 watts acesas durante as trés primeiras horas, permitiram a entrada dos
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parasitoides no interior das gaiolas em funcdo de seu comportamento fototropico
positivo.

Apo6s 16 horas, os tubos de emergéncia foram desconectados e mantidos sob
condicbes controladas (temperatura de 25+1°C, umidade relativa de 70+10% e
fotofase de 14 horas) por mais trés dias, para total emergéncia de adultos, a fim de
que fosse possivel calcular o numero de individuos que entraram na gaiola (Tabela.
2).

4.2.11 Oferta de ovos do hospedeiro para parasitismo

Para avaliar a capacidade de parasitismo de T. pretiosum, ap@s seis horas da
desconexdo dos tubos de emergéncia, foram oferecidos ovos de A. kuehniella
inviabilizados sob lampada germicida (STEIN; PARRA, 1987) e alimento. Assim,
cartdes contendo trés circulos (1,0cm de didmetro) com 400+50 ovos por circulo
foram oferecidos para parasitismo as 24 (trés cartdes), 48 (dois cartdes) e 96 (um
cartdo) horas apos preparo dos tratamentos (plantas/padrdo téxico), totalizando 18
circulos e 7.200 ovos por gaiola (Figura 4C e 4D).

A avaliacdo da capacidade de parasitismo foi mantida por um periodo de 144
horas (aproximadamente 6 dias), condicdo em que os ovos do hospedeiro alternativo
ficaram disponiveis para o parasitismo. Todos os cartdes foram confeccionados com
ovos de A. kuehniella com aproximadamente 24 horas de oviposigdo (ltem 2.1.1).
Estes cartbes foram colocados sempre na projecdo da area iluminada das gaiolas,
através do maior orificio de abertura (3,5 x 1,0cm), e 0os novos cartbes colocados

sobre aqueles dos dias anteriores.

4.2.12 Desmontagem das gaiolas

As gaiolas foram desmontadas ap0s sete dias do preparo dos tratamentos,
momento em que as placas de vidro foram descartadas e os cartdes, contendo ovos
do hospedeiro, transferidos para placas de Petri (9,0 x 1,5cm) e acondicionados nas
mesmas condicbes da criacdo (item 2.1.2) para avaliacdo da porcentagem de
parasitismo por meio da contagem do numero de ovos escurecidos (ovos pretos)

(Tab. 2). Os adultos remanescentes e o alimento foram previamente retirados dos
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cartdes, evitando assim o parasitismo e a adesdo dos cartbes durante o

armazenamento nas placas de Petri e contagem.

4.2.13 Célculo da populacéo inicial do parasitoide

Os tubos de emergéncia, ap6s serem desconectados, foram fechados e
acondicionados em camara climatizada nas mesmas condicdes da criacdo (item
2.1.2) por mais trés dias, para que todos o0s parasitoides remanescentes emergissem
(Tab. 2). Posteriormente, esses tubos foram transferidos para estufa a 70°C por 30
minutos para matar os adultos, facilitando, assim, na contagem.

Para determinar o niumero de fémeas do parasitoide de T. pretiosum por
gaiola de contato, inicialmente se obteve os parametros populacionais “numero de
parasitoides por ovo” e “razdo sexual’. Estes foram obtidos mediante avaliacéo de
quatro circulos (1,0cm de diametro) contendo ovos parasitados da mesma geracao
de insetos utilizados nos testes (mesmo cartdo de circulos com ovos utilizado na
confeccdo dos tubos de emergéncia). Posteriormente, foram contados o niumero de
ovos parasitados e o numero de adultos remanescentes de cada tubo de
emergéncia. O numero de ovos parasitados de cada tubo foi multiplicado pelo
parametro “numero de parasitoides por ovo” e o valor obtido foi subtraido do numero
de adultos do tubo e multiplicado pela “razédo sexual” da populagdo. As contagens

foram realizadas em microscépio estereoscopico.
4.2.14 Célculo do parasitismo
A contagem de ovos parasitados em cada tratamento foi realizada mediante

contagem, em microscopio estereoscopico, dos seis cartdes (18 circulos) ofertados

durante o periodo de execugéo do bioensaio (Figura 4E e 4F).
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Figura 4 - Detalhes da conducé@o dos bioensaios de efeito de hibridos de milho transgénico. A)
Tubo de emergéncia com ovos do hospedeiro alternativo e tubo de emergéncia
escurecido para conectar nas gaiolas de exposi¢éo; B) Detalhe da oferta dos cartdes
contendo ovos de Anagasta kuehniella; C) Tubo de emergéncia conectado a gaiola; D)
Detalhe do circulo com ovos de A. kuehniella; E) Placas de Petri contendo cartdes com
ovos parasitados para contagem; F) Detalhe de um circulo com ovos de A. kuehniella
parasitados (escuros) para contagem em microscopio estereoscépico. Pelotas-RS.
2011/2012.

4.2.15 Analises dos dados e determinacdo das classes de toxicidade

O numero médio de ovos parasitados por T. pretiosum de cada tratamento foi
utilizado para mensurar a capacidade de parasitismo, refletindo a sobrevivéncia de
adultos dos parasitoides. Foram utilizadas quatro repeticdes para cada tratamento,
sendo cada gaiola considerada uma unidade experimental no delineamento
inteiramente casualizado.

Aos resultados foram atribuidos as classes propostas pela IOBC, baseados
na reducdo do parasitismo dos adultos de T. pretiosum quando comparadas com a
testemunha negativa (dgua destilada). As reducdes na capacidade de parasitismo
foram calculadas por meio da formula RP=[1- R/R.)*100] (HASSAN et al., 2000),
onde “RP” é a porcentagem de redugdo no parasitismo em relagdo a testemunha
negativa, “R;” é o valor do parasitismo médio para cada tratamento e “R.” representa
0 parasitismo meédio observado para o tratamento testemunha negativa. Com base

nas porcentagens de reducdes de parasitismos obtidas, os tratamentos (hibridos de
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milho) foram classificados em 1, inécuo (<30%); 2, levemente nocivo (30-79%); 3,
moderadamente nocivo (80-99%) e 4, nocivo (>99 ).

Andlises estatisticas complementares foram realizadas com auxilio do
programa estatistico SAS - Statistical Analysis System (SAS LEARNING EDITION,
2002). As médias emparelhadas foram comparadas pelo teste Tukey em nivel de 5%
de probabilidade de erro.

4.3 Resultados e Discussao

Os resultados da seletividade/efeito dos 10 hibridos de milho transgénico e
seus isogénicos (n&o transgénicos) sobre os adultos de T. pretiosum encontram-se
nas (Tabela 3) Folha, (Tabela 4) Caule e (Tabela 5) Polen.

O numero de fémeas adultas de T. pretiosum no interior das gaiolas de
exposi¢do variou de 102,01 a 286,70 (Tabela 3, Tabela, 4 e Tabela 5). De acordo
com Zhang e Hassan (2000), valores entre 55 e 150 fémeas de T. cacoeciae no
interior das gaiolas de exposicdo nao interferiram nos resultados obtidos pelos
autores. Por outro lado, Hassan (1998) indica que o niamero de fémeas no interior
das gaiolas pode variar de 200 a 400 para a metodologia proposta pela IOBC para
T. cacoeciae. Com base nessas informacdes e nos resultados obtidos no presente
trabalho, verificou-se que o nimero de fémeas de T. pretiosum nas gaiolas permitiu
a realizacéo dos bioensaios conforme recomendacédo da IOBC.

Na testemunha negativa (Agua destilada), os valores referentes ao numero de
ovos parasitados por fémea de T. pretiosum variaram de 17,81 a 30,26 (Tabela 3,
Tabela 4 e Tabela 5). De acordo com a metodologia padronizada pela IOBC, a
validacdo dos testes de seletividade esta baseada em alguns critérios, sendo um
dos mais importantes o nimero de ovos parasitados por fémea para o tratamento
testemunha negativa. Para a espécie T. cacoeciae a metodologia proposta pela
IOBC preconiza um minimo de 15 ovos parasitados por fémea (HASSAN et al.,
2000). Para T. pretiosum ainda ndo ha um numero minimo estabelecido para
validacéo de testes de seletividade, entretanto Maceda, Hohmann e Santos (2003)
estudaram os efeitos de temperatura sobre o desenvolvimento T. pretiosum em ovos
de A. kuehniella e observaram que a 25°C as fémeas parasitaram em média 5,74
ovos por dia. De acordo com os resultados de parasitismo de T. pretiosum

observados na maioria dos experimentos deste trabalho (Tabela 3, Tabela 4 e
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Tabela 5), em seis dias, verificam-se valores similares aos encontrados por esses
autores.

Entre os 10 hibridos de milho transgénico testados na pesquisa se encontram
6 diferentes protéinas toxicas expressas: AG 8011YG (CrylAb), BG7060Y (CrylAb),
AS 1551 YG (CrylAb),DKB330YG (CrylAb), as quais conferem resisténcia a
lepidopteros. AS 1551 VT PRO (CrylA. 105 + Cry2Ab2), também s&o resistentes a
insetos da Ordem Lepidoptera, porém expressando mais de um tipo de proteina
toxica. Desse modo, isto dificulta a resisténcia de lepidopteros praga e confere maior
controle sobre estes insetos alvo. DKB390PRO2 (CrylA. 105 + 30F53H (CrylF
PAT), 32R48H (CrylF PAT), Status TL (CrylAb PAT), possuem resisténcia a insetos
(lepiddpteros), conjuntamente com tolerancia ao herbicida glufosinato. J& DKB390
PRO 2 (CrylA.105 + Cry2Ab2 + CP4 - EPSPS), confere resisténcia a insetos e
tolerancia ao herbicida glifosato. Status Viptera (VIP3Aa20) é resistente a insetos da
Ordem Lepidoptera. E importante salientar que atividade inseticida dessas proteinas
€ semelhante, porém diferem pela sua forma de producédo (CARNEIRO et al., 2009;
MENDES; WAQUIL, 2009).

As plantas transgénicas ou plantas geneticamente modificadas que
expressam genes com atividade inseticida representam nova alternativa para o
controle de insetos, além de serem consistentes com a filosofia do manejo integrado
de pragas (MIP). No entanto, algumas davidas em relacdo a entomofauna tém
despertado o interesse dos pesquisadores e dos 6rgaos de regulamentacdo. Os
principais questionamentos séo: a possibilidade de as plantas transgénicas afetarem
0s organismos nao alvo principalmente, parasitoides, predadores, lepidépteros néo
alvo (MARTINS et al., 2007).

Com a exploragdo do milho geneticamente modificado, o numero de
aplicagbes de inseticidas foi reduzido consideravelmente, porém ainda surgem
diavidas a respeito de seus efeitos sobre a entomofauna benéfica no
agroecossistema em geral. As exposicdes do parasitoide a diferentes partes da
planta onde a proteina é expressa levantam questionamentos da possibilidade das
mesmas afetarem negativamente a populacéo desse parasitoide na cultura do milho
(FRIZZAS; OLIVEIRA, 2006).
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4.3.1 Folha

N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos com
folhas de todos os bioensaios realizados (I a V), (Tabela 3), com relacéo a variavel
namero de ovos parasitados (Tabela 3), verificando-se um parasitismo de 17,01 a
29,13 ovos por fémea. Tais tratamentos causaram reduc¢des no parasitismo de T.
pretiosum que variaram de 0,17 a 8,50%, sendo classificados como in6cuos (classe
1). Somente o padrdo téxico Lannate BR (metomil) diferiu significativamente dos
demais tratamentos, reduzindo em 100 % o parasitismo de T. pretiosumem todos 0s
bioensaios com folhas.

Em média a concentracdo de proteinas expressas na folha de hibridos de
milho transgénico € de 10,7 a 24 ng/mg de peso seco, ocorrendo variacdo conforme
o hibrido (AAB, 2012).

Parasitoides de ovos e predadores de pragas do milho ndo foram afetados
negativamente por milho Bt expressando a proteina CrylAb (PILCHER et al., 1997;
ZWAHLEN et al., 2000; AL-DEEB et al., 2001). A toxina CrylAb do milho MON 810
na alimentacdo Rhopalosiphum padi (Linneu, 1758) (Hemiptera: Aphididae) ndo teve
efeito na mortalidade e desenvolvimento da espécie. A longevidade e mortalidade de
larvasde Chrysoperla carnea (Stephens, 1836) (Neuroptera: Chrysopidae), foram as
mesmas quando em contato com plantas geneticamente modificadas (LI et al.,
2008). Tais resultados corroboram com o presente trabalho, onde os hibridos
testados contendo a mesma proteina, ndo foram nocivos a T. pretiosum.

Estudos de campo para avaliar os efeitos das proteinas CrylAb e VIP3A
sobre organismos nao alvo, principalmente focados em abundancia e diversidade
dos mesmos foram realizados por Dively (2005). A referida pesquisa atesta que a
guantidade de organismos néo alvos da tecnologia, incluindo inimigos naturais, que
sdo agentes de controle biologico como parasitoides, nao foi afetada
significativamente, ficando dentro de parametros bioldégicos normais. Tais resultados
corroboram com os obtidos na presente pesquisa, no qual o parasitismo e
mortalidade dos individuos de T. pretiosum se enquadrou dentro de parametros
bioldgicos normais quando expostos a folha de hibridos transgénicos (Tabela 3).

Segundo Dively (2005) em sua pesquisa, as poucas alteragdes observadas
foram relacionadas com a menor quantidade de lagartas (pragas) em decorréncia da

utilizacao dos hibridos de milho transgénico e sua eficiéncia no controle das pragas.
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Estudos com algodéo Bt contendo a proteina CrylAc, efetuados por Naranjo
(2005), em teste de campo por trés anos, sugere que os efeitos negativos do
algodao transgénico sobre artropodes ndo alvo, particularmente inimigos naturais
sdo minimos. Mesmo pequenas quedas na densidade de alguns taxons néao
parecem estar associadas com quaisquer alteracdes significativas na fungédo da
comunidade de inimigos naturais pelo uso do algodao transgénico. Resultados
parecidos foram obtidos por White House et al. (2005). As conclusdes dos estudos
com algoddo expressando a mesma proteina foram semelhantes, uma vez que
quantidade de organismos nao alvos da tecnologia, incluindo inimigos naturais de
pragas que sao agentes de controle biolégico, ndo foi afetada significativamente.

Conjuntamente, o0s estudos de campo citados acima demonstraram
cientificamente que as plantas transgénicas avaliadas ndo afetaram os organismos
gue ndo sao alvos de controle da tecnologia Bt. Deste modo tais resultados
cientificos indicam que estas plantas ndo causaram efeitos negativos diretos sobre
organismos benéficos das lavouras.

A fim de fornecer uma avaliacdo mais critica, num terceiro nivel tréfico Chen
et al. (2008) utilizaram-se de uma linhagem de larvas de Plutella xylostella (Linneu,
1758) (Lepidoptera: Plutellidae) resistente a proteina CrylAC e permitiu que se
alimentassem de plantas Bt e em seguida foram parasitados por populacdo de
Diadegma insulare (Cresson,1875) (Hymenoptera: Ichneumonidae), endoparasitoide
importante de P. xylostella. Os resultados indicaram que o parasitoide foi exposto a
uma forma biologicamente ativa da proteina CrylC no hospedeiro, mas nao foi
prejudicada por tal exposicdo, ocorrendo parasitismo de 90% das larvas de P.
xylostella. Porém, o numero de D. insulare emergidos das lagartas, diferiu entre o
controle e o grupo tratado com a formulagdo comercial, mas néo diferiu entre o
controle e as lagartas tratadas com a planta expressando a proteina Cry 1Ac ou
somente com a proteina purificada.

Estudo semelhante foi realizado por Torres & Ruberson (2008) com a mesma
proteina expressa em plantas de algodao. Os resultados desse estudo mostraram
que a proteina foi detectada em trés niveis troficos avaliados, porém, os insetos
predadores e parasitas das lagartas de Spodoptera exigua (Hubner, 1808)
(Lepidoptera: Noctuidae) ndo foram afetados quando as lagartas foram alimentadas

com algodéo transgénico.
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Baseado nos dados acima e nos resultados da presente pesquisa todos 0s
hibridos testados nos bioensaios envolvendo folhas, foram indcuos a T. pretiosum.
Ficando caracterizada a especificidade das proteinas transgénicas testadas,

garantindo a seletividade fisiologica a T. pretiosum.



Tabela 3 — NUmero médio de fémeas por gaiola e efeito da folha de hibridos de milho transgénico e seus respectivos isogénicos (bioensaios | a V) sobre o
namero (xEP) de ovos parasitados por fémeas, reducao (%) na capacidade de parasitismo de adultos de Trichogramma pretiosum e classificacao de
toxicidade segundo IOBC em condic8es de laboratério (temperatura de 25+1°C; umidade relativa de 70+10%, fotofase de 14horas). Pelotas-RS. 2011/2012.

Prodgto come[cial (ingrediente DCl cia? Fémeas por gaiolas3 Ovos pa[asitasdos por RP? Classg
ativo/proteina expressa) fémea IOBC

Bioensaio |

Agua destilada (testemunha negativa) - - 190,87 £ 11,48 ab 17,81+ 1,40 a - -

AS 1551 - - 199,47 £ 3,85 ab 17,78 £ 0,45 a 0,17 1

AS1551 VT PRO (Cry 1A.105 + Cry 2 Ab2) - - 190,71 + 16,56 ab 17,02+ 1,57 a 4,44 1

BG7060 - - 203,02+ 13,25a 1701+141a 4,49 1

BG7060Y (CrylAb) - - 189,62+ 11,89 b 17,70 + 2,03 a 0,62 1

Lannate BR (metomil)°® 0,600 0, 0129 186,48 + 11,48 ab 0,00+ 0,00 b 100,0 4
Bioensaio |

Agua destilada (testemunha negativa) - - 175,54 £ 10,39a 21,53+0,28 a - -

AG 8011 - - 162,64 + 7,40 ab 20,15+ 0,27 a 6,41 1

AG 8011YG (Cryl1Ab) - - 171,80 + 4,60a 20,19+0,79 a 6,22 1

AS 1551 - - 191,87 £ 18,00 a 1995+041a 7,34 1

AS 1551 YG (CrylAb) - - 179,47+ 6,88 a 20,86 £ 0,72 a 3,11 1

Lannate BR (metomil)6 0,600 0,0129 144,88 £ 10,39 b 0,00+0,00 b 100,0 4
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Tabela 3 — NUumero médio de fémeas por gaiola e efeito da folha de hibridos de milho transgénico e seus respectivos isogénicos (bioensaios | a V) sobre o
namero (xtEP) de ovos parasitados por fémeas, reducédo (%) na capacidade de parasitismo de adultos de Trichogramma pretiosum e classificacdo de
toxicidade segundo IOBC em condicfes de laboratério (temperatura de 25+1°C; umidade relativa de 70+10%, fotofase de 14horas). Pelotas-RS. 2011/2012.

Prodgto come[cial (ingrediente DCl Cia? Fémeas por gaiolas3 Ovos parasitasdos por RP? Classse
ativo/proteina expressa) fémea IOBC

Bioensaio I

Agua destilada (testemunha negativa) - - 169,80 £ 5,92 a 30,20+ 1,23 a - -

30F53 - - 172,15+ 8,71 a 28,30 +1,18a 6,29 1

30F53H (CrylF PAT) - - 177,52+ 7,30 a 27,90 £ 2,32a 7,62 1

32R48 - - 157,78+ 13,95 a 29,13+ 1,27a 3,54 1

32R48H (CrylF PAT) - - 161,91+ 9,98 a 28,55+ 2,05 a 5,46 1

Lannate BR (metomil)6 0,600 0,0129 141,11 £ 8,74 a 0,00 £ 0,00 b 100,0 4
Bioensaio IV

Agua destilada (testemunha negativa) - - 166,26 £ 18,34 a 23,35+ 2,39 - -

Status - - 163,19 £ 10,62 a 22,24 +196 a 4,75 1

Status TL (CrylAb PAT) - - 162,65+ 12,97 a 22,53+248 a 3,51 1

Status - - 150,33 £ 10,46 a 22,60+0,82a 3,21 1

Status Viptera (VIP3Aa20) - - 156,37 £ 14,94 a 2194 +163a 6,04 1

Lannate BR (metomil)6 0,600 0,0129 141,50 £ 16,82 a 0,00 £ 0,00 b 100,0 4
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Tabela 3 — Niumero médio de fémeas por gaiola e efeito da folha de hibridos de milho transgénico e seus respectivos isogénicos (bioensaios (I a V) sobre o
namero (xEP) de ovos parasitados por fémeas, reducéo (%) na capacidade de parasitismo de adultos de Trichogramma pretiosum e classificacéo de toxicidade
segundo IOBC em condic8es de laboratério (temperatura de 25+1°C; umidade relativa de 70+10%, fotofase de 14horas). Pelotas-RS. 2011/2012.

Produto comercial (ingrediente DCl Cial Fémeas por Ovos parasitados por RP? Classe
ativo/proteina expressa) e gaiolas® fémea® lI0BC®
Bioensaio V
Agua destilada (testemunha negativa) - - 215,37 +10,50 a 2498 £ 1,58 a - -
DKB390 - - 207,81+20,19 a 2426 +2,23 a 2,89 1
DKB390PRO2 (CrylA. 105 + Cry2Ab2
+ CP4 - EPSPS) - - 217,29 £ 15,27 a 23,31+2,03a 6,70 1
DKB330 - - 237,88+ 20,31a 23,37+3,13a 6,47 1
DKB330YG (CrylAb) - - 221,25+11,14a 22,86 +0,93 a 8,50 1
Lannate BR (metomil)° 0,600 0,0129 198,60 + 12,46 a 0,00 £ 0,00 b 100,0 4

'Dosagem do produto comercial (kg ou L.ha™), registrado no MAPA, para a cultura do milho no Brasil. ZConcentrac;éo (%) de ingrediente ativo na calda utilizada
para os bioensaios; *Médias seguidas por letras idénticas ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste de Tukey, expressando a média de quatro repeticdes
por tratamento; “RP= Reducdo do parasitismo comparado com a testemunha negativa (4gua destilada) utilizada no bioensaio; °Classes da IOBC: 1- In6cuo
(<30%), 2= Levemente nocivo (30-79%) 3= Moderadamente nocivo (80-99%), 4 = Nocivo (>99%); ®Inseticida nocivo pela metodologia da IOBC.

09
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4.3.2 Caule

Para a variavel nimero de ovos parasitados (Tabela 4), bioensaios VI a X,
verificou-se um parasitismo entre 18,03 a 28,17 ovos por fémea para os tratamentos
contendo caule de hibridos de milho. Os tratamentos causaram reducdes no
parasitismo de T. pretiosum que variaram de 1,27 a 8,72%, sendo classificados
como indcuos (classe 1) e que representam 100 % dos hibridos testados. Somente o
padrdo positivo Lannate BR diferiu quanto aos tratamentos com caule, causando
reducdo de 100 % no parasitismo de T. pretiosum (classe 4) em todos 0s bioensaios
com caule.

Em média a concentracdo de proteinas expressas no caule de hibridos de
milho transgénico é de 6,4 a 16,4 ng/mg de peso seco, ocorrendo variacdo conforme
o hibrido ( AAB, 2012).

Fluidos vegetais pertencentes ao floema, xilema e mesmo néctar extrafloral
tem a possibilidade de extravasarem de plantas. Deste modo podem ser acessiveis
a parasitoides de ovos, 0s mesmos podem conter proteinas de culturas
genéticamente modificas (GM) (SHI et al., 1994; BERNAL et al., 2002;KANRAR et
al., 2002). Porém muito poucas observacfes estdo disponiveis em relacdo aos
parasitoides de ovos em geral alimentando-se de fluidos de tecidos danificados no
campo (KELLER et al., 1985; WELLINGA et al.,1989).

Estudos experimentais utilizando fémeas do género Trichogramma que
tiveram acesso ao floema e seiva de milho, concluiram que a média geral de
parasitismo foi menor do que fémeas alimentadas diariamente com pdélen ou honey-
dew (ZIMMERMANN et al., 2004). Tais dados conferem com os dados obtidos no
presente estudo onde o maximo parasitismo obtido por fémea nos bioensaios
envolvendo caule foi de 28,17 ovos, ja envolvendo polen o maior parasitismo foi de
28,42 ovos por fémea. A diferenca nao foi significativa, porém essa pequena
variacdo de parasitismo pode ser explicada devido ao teor baixo de acgucares
existentes na seiva e floema, em comparacdo com néctares e pdlen. Porém essa
tendéncia de maior parasitismo nos tratamentos envolvendo pélen ndo se confirmou
em todos os tratamentos do presente estudo. Ainda ocorre a presenca frequente de
compostos secundarios da planta, incluindo as lectinas de culturas GM, porém néo
abrangido na presente pesquisa (SHI et al.,1994; KANRAR et al., 2002).
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Os dados atuais ndo indicam que a seiva da planta e fluidos de tecidos da
mesma tem efeito sobre parasitoides de ovos, no caso de T. pretiosum. Além disso,
as proteinas vegetais geneticamente modificadas sdo conhecidas por ocorrer no
floema e seiva principalmente (SHI et al.,1994; BERNAL et al., 2002; KANRAR et al.,
2002), sendo sua presenca uma ferramenta necessaria para a protecdo contra
pragas. Considerando também que a acdo das mesmas € dependente de um
promotor especifico utilizado para expressar as diferentes proteinas existentes no
mercado em varios hibridos de milho transgénico (BERNAL et al., 2002), tal
tecnologia parece se caracterizar pela auséncia de efeitos em organismos nao alvo

nas presentes condicdes.



Tabela 4 — Nimero médio de fémeas por gaiola e efeito do caule de hibridos de milho transgénico e seus respectivos isogénicos (bioensaios VI a X) sobre o
namero (xEP) de ovos parasitados por fémeas, reducao (%) na capacidade de parasitismo de adultos de Trichogramma pretiosum e classificacao de
toxicidade segundo IOBC em condic6es de laboratério (temperatura de 25£1°C; umidade relativa de 70£10%, fotofase de 14 horas). Pelotas-RS. 2011/2012.

Prodgto come[CiaI (ingrediente DCl cia? Fémeas por gaiola53 Ovos pa[asit%dos por RP? Classse
ativo/proteina expressa) fémea IOBC
Bioensaio VI
Agua destilada (testemunha negativa) - - 188,66 + 13,69 a 18,96 + 0,80 a -
AS1551 - - 194,44 + 24,29 a 18,24+ 2.07 a 3,80 1
AS1551 VTCPr;{ZOAé%y 1A. 105+ . . 179,76 £ 24,36 a 18,07 +2,65a 4,69 1
BG7060 - - 197,59 £ 18,47 a 18,03+ 194 a 4,91 1
BG7060Y (Cry1Ab) - - 170,71+ 9,77 a 18,72+1,22 a 1,27 1
Lannate BR (metomil)® 0,600 0,0129 165,71+ 38,62 a 0,00+ 0,00 b 100,0 4
Bioensaio VI
Agua destilada (testemunha negativa) - - 164,15+ 10,99 a 21,44 +£0,83 a - 1
AG8011 - - 153,41+ 14,31 a 20,84+0,55a 2,80 1
AG8011YG (CrylAb) - - 205,28 + 18,58 a 20,81+1,18 a 2,94 1
AS1551 - - 216,32+ 20,01 a 20,61+1,60a 3,87 1
AS1551 YG (CrylAb) - - 209,12 + 14,60 a 20,87 £ 0,96 a 2,66 1
Lannate BR (metomil)°® 0,600 0,0129 213,44 + 26,50 a 0,00+ 0,00 b 100,0 4
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Tabela 4 — Nimero médio de fémeas por gaiola e efeito do caule de hibridos de milho transgénico e seus respectivos isogénicos (bioensaios VI a X) sobre o
namero (xEP) de ovos parasitados por fémeas, reducao (%) na capacidade de parasitismo de adultos de Trichogramma pretiosum e classificacao de
toxicidade segundo IOBC em condic8es de laboratério (temperatura de 25+1°C; umidade relativa de 70+10%, fotofase de 14horas). Pelotas-RS. 2011/2012.

: Prolduto cqmercial . 1 L2 A . 3 | Ovos parasitados por 4 Classe
(|ngred|eenxtsr22\slg)/protema DC C.i.a. Fémeas por gaiolas femea RP IOBC®
Bioensaio VI
Agua deszfg‘]j;i\(/tg)stem“”ha - - 164,83 +1293 a 30,26 +1,37 a - -
30F53 - - 130,13 + 30,58 a 27,77 +£237 a 8,23 1
30F53H (CrylF PAT) - - 140,80 £ 16,54 a 2762+236a 8,72 1
32R48 - - 155,29+ 14,21 a 28,17+1,43 a 6,91 1
32R48H (CrylF PAT) - - 162,37 £ 22,85 a 27,75+ 3,81 a 8,30 1
Lannate BR (metomil)6 0,600 0,0129 124,54+ 38,70 a 0,00 £ 0,00 b 100,0 4
Bioensaio VIX
Agua deszfggi\(/tae)stem“”ha - . 194,82 + 4,56 a 21,82 40,35 a . .
Status - - 177,75+ 8,51 a 21,36 +1,61a 2,11 1
Status TL (CrylAb PAT) - - 168,07 £ 5,31 a 20,50+1,24 a 6,05 1
Status - - 192,71+ 1595 a 21,18+ 1,86 a 2,93 1
Status Viptera (VIP3Aa20) - - 173,82 £ 22,26 a 20,74 + 2,15a 4,95 1
Lannate BR (metomil)® 0,600 0,0129 169,68 + 10,33 a 0,00£0,00 b 100,0 4
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Tabela 4 — Numero médio de fémeas por gaiola e efeito do caule de hibridos de milho transgénico e seus respectivos isogénicos (bioensaios VI a X) sobre o
namero (xEP) de ovos parasitados por fémeas, reducdo (%) na capacidade de parasitismo de adultos de Trichogramma pretiosum e classificacdo de
toxicidade segundo IOBC em condic8es de laboratério (temperatura de 25+1°C; umidade relativa de 70+10%, fotofase de 14horas). Pelotas-RS. 2011/2012

Produto comercial (ingrediente 1 L2 A . 3 | Ovos parasitados por 4 Classe
ativo/proteina expressa) DC. Cia Fémeas por gaiolas fémea® RP lIOBC®
Bioensaio X
Agua destilada (testemunha negativa) - - 219,07 + 15,64 a 25,41 +1,86 a - -
DKB390 - - 194,37 £11,72 a 24,12+2,43a 5,08 1
DKB390PRO2 (CrylA. 105 + Cry2Ab2
+ CP4 - EPSPS - - 207,92 £ 10,52 a 2405+157a 5,33 1
DKB330 - - 217,14+ 7,42 a 2394+0,45a 5,79 1
DKB330YG (Cryl1Ab) - - 201,52 £ 19,78 a 23,30+2,01a 8,30 1
Lannate BR (metomil)°® 0,600 0,0129 186,07 + 20,82 a 0,00 £ 0,00 a 100,0 4

"Dosagem do produto comercial (kg ou L.ha™), registrado no MAPA, para a cultura do milho no Brasil. ZConcentrac;éo (%) de ingrediente ativo na calda utilizada
para os bioensaios; *Médias seguidas por letras idénticas ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste de Tukey, expressando a média de quatro
repeticdes por tratamento; ‘RP= Reducao do parasitismo comparado com a testemunha negativa (agua destilada) utilizada no bioensaio; °Classes da IOBC: 1-
Inécuo (<30%), 2= Levemente nocivo (30-79%) 3= Moderadamente nocivo (80-99%), 4 = Nocivo (>99%); ®Inseticida nocivo pela metodologia da IOBC.

G99
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4.3.3 P6len

N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos com
polen de milho em todos os bioensaios realizados (Tabela 5) (bioensaios Xl a XV),
verificando-se um parasitismo que variou de 18,30 a 28,42 ovos por fémea. O pdlen
causou reducdes no parasitismo de T. pretiosum que variaram de 0,61 a 7,57%
sendo classificados como inécuos (classe 1) e que representam 100 % dos hibridos
testados. Unicamente o tratamento envolvendo o inseticida Lannate BR diferiu dos
tratamentos com poélen em todos os cinco tratamentos. Em todos o0s cinco
bioensaios 0 mesmo causou uma reducéo de 100 % no parasitismo de ovos, sendo
classificado como nocivo (classe 4).

Em média a concentracdo de proteinas expressas no poélen de hibridos de
milho transgénico é de 3,0 a 25,0 ng/mg de peso seco, ocorrendo variacado conforme
o cultivar (AAB, 2012). Ainda Trevisan (2010) confirmou a presenca do gene que
expressa a proteinas CrylAb, no pélen de cultivares transgénicas conforme a norma
ISO 21569 de 2005.

A planta de milho produz grandes quantidades de pdélen, isto é, cada pendao
produz até 50 milhdes de graos de polen durante um periodo de 5-8 dias. Durante a
antese, o polen do milho é um recurso alimentar abundante (ANDOW; RISCH,1987;
KNUTSON,1998). Diversos autores confirmaram a alimentacdo de adultos de
Trichogramma spp. com pdélen (KNUTSON, 1998; SHEARER; ATANASSOV, 2004;
ZHANG et al., 2004). Por conseguinte, ele também € utilizado como alimento por um
namero elevado de espécies predadoras.

No caso da proteina que esta sendo expressa no polen de variedades de
milho Bt, deve ser tomado em consideragdo como uma importante via de exposicao
junto aos organismos ndo alvo necessitando investigagao (ZHANG et al., 2004).

Estudos realizados por Li et al. (2008) em adultos de Chrysoperla carnea
(Stephens, 1836) (Neuroptera: Chrysopidae), espécie que € prevalentemente
polifaga em campos de milho, expos 0s mesmos as proteinas inseticidas que sdo
expressas no polen da planta geneticamente modificada. As plantas possuiam
diferentes toxinas Cry derivadas de Bt. Osexperimentos foram realizados para
avaliar o impacto das proteinas Cry3Bbl ou CrylAb, eventos (MON 88017, Bt176)
do pdlen. Os adultos foram alimentados com pdlen de variedades de milho Bt ou seu

correspondente em conjunto com a solucdo de sacarose durante 28 dias.
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Parametros bioldgicos como: sobrevivéncia, periodo de pré-oviposicao, fecundidade,
fertilidade e peso seco ndo foram diferentes entre os tratamentos Bt e ndo-Bt de
polen de milho. Em ambos os ensaios de alimentacao, a estabilidade e bioatividade
de proteinas Cry nas fontes alimentares, bem como a captacdo por C.carnea foi
confirmada. Estes resultados mostram que a sobrevivéncia e aptiddo de adultos de
C. carnea néo sao afetadas pelo polen de milho Bt e sua isolinha ndo transgénica.
Resultados que corroboram com os obtidos na presente pesquisa com T. pretiosum,
onde a sobrevivéncia, o parasitismo e a razdo sexual ndo foram afetados (Tab. 5).

Efeitos do pdlen de algodao transgénico expressando a proteina CrylAc em
adultos de Trichogramma chilonis (Ishii) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) foram
avaliados em laboratério, estudando sobrevivéncia, longevidade e razdo sexual
(GENG et al., 2006). Os parasitoides foram alimentados com suspensédo de polen da
planta transgénica de algoddo em &gua (20mg/ml de &agua) ou mel a 10% nao
diferindo significativamente daqueles alimentados com suspensédo de pélen em agua
ou de mel a 10% de plantas de algodao convencional. Os autores observaram que
nao houve efeitos prejudiciais sobre os parametros biolégicos da espécie. Quanto a
sobrevivénca e parasitismo, tal dado coincide com os da presente pesquisa, onde
tais parametros nao foram afetados pelos tratamentos contendo pélen (Tabela 5).

Um estudo de Kaatz (2005) revelou que as abelhas alimentadas com pélen de
milho Bt mostraram-se mais susceptiveis a infec¢cédo ao filo de fungo microsporida. O
autor concluiu que as diferencas significativas (entre as colbnias alimentadas com
polen de milho Bt e aqguelas alimentadas com pdlen da cultivar isogénica) indicam
uma interacdo da toxina e do patdgeno nas células epiteliais do canal alimentar das
abelhas”, cujo mecanismo de a¢éo € desconhecido.

Trabalho de Ramirez-Romero et al. (2008) revelaram que abelhas
alimentadas com pélen de milho Bt podem ser afetadas no comportamento de
busca das fontes de néctar com moléculas odoriferas. A abundancia e riqueza de
espécies de abelhas silvestres existente no pais (SILVEIRA; CAMPOS, 1995;
SILVEIRA et al., 2002), torna esse grupo de abelhas importante para as avaliacdes
de risco das plantas Bt. Notadamente desta forma, além de Apis mellifera (Linneu,
1758)(Hymenoptera: Apidae) outras espécies de abelhas silvestres devem ser
incluidas na avaliacao de risco das proteinas Bt.

Especial atencdo tem sido dada a borboleta monarca, Danaus plexippus

(Linneu) (Lepidoptera: Papilionidae) depois que estudos mostraram alta mortalidade
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desta espécie quando as lagartas se alimentaram de folhas de Asclepias spp.
contendo poélen de milho Bt (LOSEY et al., 1999). Entretanto, alguns fatores podem
reduzir esta exposicdo, ou seja, a ocorréncia de chuva pode remover 54-86% do
polen das folhas. Folhas da porcdo superior, principal local de alimentacdo dos
primeiros instares da monarca, tém 30-50% da densidade de pdlen das folhas da
porcdo intermediaria, e os primeiros instares ndo se alimentam das nervuras das
folhas, cuja densidade de pdlen é 1,5-1,9 vezes maior (PLEASANTS et al., 2001).
No entanto, o pélen de milho Bt ndo afetou a espécie Papilio polyxenes (Cramer,
1782) (Lepidoptera: Papilionidae) em condicdes de laboratério e de campo
(WRAIGHT et al., 2000).

Pelos resultados da presente pesquisa, 0 polen dos hibridos de milho
testados ndo teve efeito sobre o parasitismo e mortalidade de T. pretiosum. Os
hibridos foram classificados como in6cuos (classe 1).

Devido as altas producdes de pdlen por plantas de milho, disseminacdo a
grandes distancias do mesmo por vento, existir consideraveis concentracdes de
proteinas Cry expressas no pélen de milho transgénico (ALVARES-ALFAGEME,
2008) e T. pretiosum utilizar-se do polén como fonte de nutrientes (ZHANG et al.,
2004); é imprescindivel investigar o efeito do mesmo sobre parametros biolégicos

mais especificos de T. pretiosum.



Tabela 5 — Numero médio de fémeas por gaiola e efeito do polén de hibridos de milho transgénico e seus respectivos isogénicos (bioensaios Xl a XV) sobre o
namero (xEP) de ovos parasitados por fémeas, reducéo (%) na capacidade de parasitismo de adultos de Trichogramma pretiosum e classificacéo de toxicidade
segundo IOBC em condic8es de laboratério (temperatura de 25+1°C; umidade relativa de 70+10%, fotofase de 14horas). Pelotas-RS. 2011/2012.

Prodgto comerIC|aI (ingrediente DCl Cial Fémeas por gaiolas® Ovos pa[asnasdos por RP? Classg
ativo/ proteina expressa) fémea IOBC
Bioensaio Xl
Agua destilada (testemunha i i 18514 + 22.84 a 1026+ 1,42 a i i
negativa)
AS 1551 - - 193,15+ 16,43 a 18,73+ 1,23 a 2,75 1
AS1S51 VT PRO (CrylA. 105 + Cry - - 181,87 +11,06 a 18,55 + 0,48 a 3,69 1
2Ab2)
BG 7060 - - 193,51+ 13,45 a 19,13+ 0,67 a 0,67 1
BG 7060Y (CrylAb) - - 150,92 + 14,42 a 19,10+ 2,95a 0,83 1
Lannate BR (metomil)® 0,600 0,0129 182,67 +5,09 a 0,00+ 0,00 b 100,0 4
Bioensaio XII
Agua desnlada_(testemunha i i 12084+ 7,10 a 2863 +0,70 a i i
negativa)
AG 8011 - - 132,41+ 20,33 a 28,42 +1,02 a 0,73 1
AG 8011YG (CrylAb) - - 102,01+1,95a 26,94 + 1,66 a 5,90 1
AS 1551 - - 121,35+ 3,97 a 28,15+ 0,69 a 4,48 1
AS 1551 YG (CrylAb) - - 119,39+6,35a 27,20+ 1,14 a 4,99 1
Lannate BR (metomil)® 0,600 0,0129 103,27 +4,85a 0,00+ 0,00 b 100,0 4
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Tabela 5 — Numero médio de fémeas por gaiola e efeito do polén de hibridos de milho transgénico e seus respectivos isogénicos (bioensaios Xl a XV) sobre o
namero (+EP) de ovos parasitados por fémeas, reducao (%) na capacidade de parasitismo de adultos de Trichogramma pretiosum e classificacéo de toxicidade
segundo IOBC em condi¢c8es de laboratério (temperatura de 25£1°C; umidade relativa de 70+£10%, fotofase de 14horas). Pelotas-RS. 2011/2012.

Prodgto comer’cial (ingrediente DCl Cia? Fameas por gaiolas3 Ovos pa[asitasdos RP* Classg
ativo/ proteina expressa) por fémea IOBC

Bioensaio XllI

Agua destilada (testemunha negativa) - - 174,07 £ 13,49 a 26,14 +1,67 a - -

30F53 - - 171,73 +6,20 a 25,98+ 0,46 a 0,61 1

30F53H (CrylF PAT) - - 172,51+ 13,69 a 25,71+131a 1,64 1

32R48 - - 168,02 £ 16,71 a 2499+145a 4,39 1

32R48H (CrylF PAT) - - 150,14 £ 6,31 a 25,42 +1,09 a 2,75 1

Lannate BR (metomil)°® 0,600 0,0129 154,74 + 26,63 a 0,02+0,01 b 100,0 4
Bioensaio XIV

Agua destilada (testemunha negativa) - - 155,29 +5,50 a 23,28+ 0,43 a - -

Status - - 154,80 + 8,05 a 22,69+0,64 a 2,53 1

Status TL (CrylAb PAT) - - 181,04 + 6,04 a 22,11+0,34 a 5,04 1

Status - - 158,68 + 14,00 a 22,76 2,47 a 2,47 1

Status Viptera (VIP3Aa20) - - 156,63 £15,23 a 22,46 £ 0,86 a 3,51 1

Lannate BR (metomil)6 0,600 0,0129 152,58 £ 10,34 a 0,00 £ 0,00 b 100,0 4

0.



Tabela 5 — Numero médio de fémeas por gaiola e efeito do pélen de hibridos de milho transgénico e seus respectivos isogénicos (bioensaios XI a XV) sobre o
ndamero (xEP) de ovos parasitados por fémeas, reducéo (%) na capacidade de parasitismo de adultos de Trichogramma pretiosum e classificagdo de toxicidade
segundo IOBC em condic8es de laboratério (temperatura de 25+1°C; umidade relativa de 70+£10%, fotofase de 14 horas). Pelotas-RS. 2011/2012.

Produto comercial (ingrediente 1 . 2 QVOS 4
ativo/proteina expressa) DC. C.i.a. Fémeas por parasitados por | RP Classe
P P gaiolas® fémea® IOBC®
Bioensaio XV

Agua destilada (testemunha negativa) - - 246,71 + 25,49 a 19,80 £ 2,08 a - -

DKB390 - - 271,80+ 13,42 a 18,75+ 0,77 a 5,30 1

DKB390PRO2 (CrylA. 105 + Cry2Ab2 + CP4 — i i 25232 + 1057 a 18.30 + 0,90 a 757 1

EPSPS

DKB330 - - 286,70 £ 28,77 a 19,55+2,77 a 3,18 1

DKB330YG (CrylAb) - - 264,68 + 26,41 a 19,77+1,83 a 2,08 1

Lannate BR (metomil)® 0,600 0,0129 208,86 £ 19,91 a 0,00+ 0,00 b 100,0 4

"Dosagem do produto comercial (kg ou L.ha™), registrado no MAPA, para a cultura do milho no Brasil. ZConcentrac;éo (%) de ingrediente ativo na calda utilizada
para os bioensaios; *Mmédias seguidas por letras idénticas ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo teste de Tukey, expressando a média de quatro
repeticbes por tratamento; ‘RP= Reducao do parasitismo comparado com a testemunha negativa (agua destilada) utilizada no bioensaio Classes da IOBC: 1-
Inécuo (<30%), 2= Levemente nocivo (30-79%) 3= Moderadamente nocivo (80-99%), 4 = Nocivo (>99%); ®|nseticida nocivo pela metodologia da IOBC.

T.
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4.4 Concluséao

Os 10 hibridos transgénicos de milho (proteina expressa) e seus iSogénicos
(ndo transgénicos) testados nos bioensaios expondo folha, caule e podlen ao
parasitoide T. pretiosum; adaptando-se a metodologia da IOBC, classificados: AG
8011YG (CrylAb), BG7060Y (CrylAb), AS 1551 YG (CrylAb), AS 1551 VT PRO
(CrylA. 105 + Cry2Ab2), DKB330YG (CrylAb), DKB390PRO2 (CrylA. 105 +
Cry2Ab2 + CP4 - EPSPS), 30F53H (CrylF PAT), 32R48H (CrylF PAT), Status TL
(CrylAb PAT), Status Viptera (VIP3Aa20) sdo inocuos (classe 1) a adultos de T.

pretiosum.



5 Capitulo 2 - Efeito do pdélen de milho transgénico sobre parametros
biolégicos de adultos de Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae)

5.1 Introducéao

A utilizacdo de milho geneticamente milho transgénico no Brasil ocupa uma
area aproximada de 13,5 milhGes de hectares, sendo 6,9 e 5,2 milh6es de hectares
destinados a primeira e segunda safra, respectivamente com rendimento médio de
5.259 Kg ha * e producédo de mais de 71 milhdes de toneladas (IBGE, 2012).

Dentre os principais insetos-praga na cultura do milho na fase vegetativa e
reprodutiva, destacam-se a lagarta do cartucho Spodoptera frugiperda (Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) e a lagarta-da-espiga Helicoverpa zea (Boddie, 1850)
(Lepidoptera: Noctuidae), os quais causam danos diretos e indiretos a cultura
(RODRIGUES; SILVA, 2011).

Com o advento da biotecnologia, uma das estratégias de supressao
populacional e controle de insetos praga na cultura do milho é baseada na utilizacéo
de plantas geneticamente modificadas. Nessas plantas foram introduzidos genes
especificos de Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911) (Bacillaceae) que levam a
producdo de proteinas toxicas aos insetos, representando uma nova abordagem no
controle de pragas. Logo, os materiais geneticamente modificados tem cada vez
mais presenca e relevancia na agricultura brasileira (FRIZZAS, 2003).

No grupo dos inimigos naturais dessas pragas da cultura do milho, destaca-se
o parasitoide de ovos do género Trichogramma (SA; PARRA, 1993; CRUZ, 1995).
Os quais podem atacar inumeras espeécies de pragas agricolas e florestais,
principalmente da ordem Lepidoptera, sendo utilizados em programas de controle
biolégico de pragas em varias culturas e em diversos paises (SMITH, 1996;
HASSAN, 1997; PARRA; ZUCCHI, 2004; NAVA; NACHTIGAL, 2010). Estes
parasitoides apresentam como vantagens a eficiéncia no controle e a facilidade de
criacdo em laboratorio, utilizando-se diferentes hospedeiros alternativos (CRUZ,

1995). O fato de parasitoides do género Trichogramma controlarem as pragas ainda
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na fase de ovo, antes de causarem qualquer dano a cultura, € uma das principais
vantagens do seu emprego.

Adultos de Trichogramma spp. podem obter nutrientes a partir do néctar e
polen de plantas (KNUTSON, 1998; ZHANG et al., 2004), o que aumenta a sua
longevidade, fecundidade (HOHMANN et al., 1988; SHEARER; ATANASSOV,
2004), propensdao de voo (FORSSE et al., 1992) e capacidade de parasitar
(SAAVEDRA et al.,, 1997). A importancia de néctar para o0s parasitoides €
reconhecida, pois melhora sua nutricAo e a sua capacidade de parasitismo em
campo de lepidépteros-praga (NAGARKATTI et al., 2003; BEGUM et al., 2006).

A liberacdo de polen de plantas de milho transgénico expde organismos nao
alvo a toxina de B. thuringiensis (Bt) de forma direta ou indireta. A preocupag¢éo com
o0 possivel efeito de plantas transgénicas a individuos ndo alvo expressando
transgenes de Bt surgiu apos a publicacdo de Losey et al. (1999) sobre o risco
potencial de pdlen de milho expressando a proteina Cry para a borboleta Monarca,
Danaus plexippus (Linneu, 1758) (Lepidoptera: Nymphalidae). Pesquisa colaborativa
a partir de cientistas nos Estados Unidos e no Canada sugere que o impacto do
polen de milho Bt a partir de hibridos de milho comerciais em populacdes de
borboletas Monarca é insignificante (HELLMICH et al., 2001; PLEASANTS et al.,
2001; SHELTON; SEARS, 2001).

Muitos autores estudaram o potencial de efeitos do pdlen de milho
transgénico sobre predadores (PILCHER et al., 1997; DUAN et al., 2002), e também
para insetos benéficos, tais como abelhas, Apis mellifera (Linneu, 1758)
(Hymenoptera: Apidae) (HANLEY et al.,, 2003; BABENDREIER et al.,, 2005).
Pesquisas envolvendo estudos com Trichogramma spp. e possiveis efeitos em
relacdo ao milho transgénico foram efetuadas por varios autores em diversos paises
(ZHANG et al. 2004; GENG ET al. 2006; WANG et al. 2007).

Devido a ampliacdo dos cultivos com plantas transgénicas, opinides surgem
do possivel impacto negativo sobre espécies nao alvo, biodiversidade e equilibrio
ecologico (DABROWSKI, 2007). Nesse sentido, a entomofauna benéfica, sobretudo
a guilda dos parasitoides de ovos e larvais, pode ser afetada negativamente e
necessita ser preservada, pois sdo importantes agentes de controle biolégico de
pragas.

A integracdo do controle biologico e de novos métodos de controle

biotecnolégicos necessita, portanto, ser validada a partir de testes permitindo assim
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a preservacdo da comunidade de insetos benéficos no sistema de produgéo. Dessa
forma, Trichogramma pretiosum (Riley, 1879) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) é
um importante indicador em testes de possivel efeito de milho transgénico, pois esta
associado a cultura do milho como importante inimigo natural (MOLINA-OCHOA et
al., 2003) de lepidépteros-praga.

Os efeitos secundarios de poélen de milho Bt expressando diferentes toxinas
nao sao conhecidos em T. pretiosum, desta forma o objetivo deste estudo foi
determinar se o podlen de hibridos de milho transgénico produzem um risco potencial

para este parasitoide analisando parametros biologicos de T. pretiosum.

5.2 Materiais e Métodos

Para execucdo dos bioensaios os parasitoides foram obtidos de criagao
mantida em laboratério utilizando ovos do hospedeiro alternativo Anagasta
kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae) para multiplicacdo de T. pretiosum
(PARRA; ZUCCHI, 1997). Os bioensaios foram comduzidos em salas com (25
+1°C), umidade relativa (70 £10%) e fotofase (14 horas).

5.2.1 Hibridos de milho transgénico avaliados

Foram avaliados trés hibridos de milho transgénico, inscritos no Registro
Nacional de Cultivares (RNC) do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), cujas identificacbes, como: marca, hibrido, proteina expressa, nome

comercial da tecnologia, evento e ciclo estdo expressas na Tab. 1.



Tabela 1 — Hibridos de milho transgénico inscritos no Registro Nacional de Cultivares (RNC); provedores de poélen para os testes de efeito sobre
parametros biolégicos de Trichogramma pretiosum. Pelotas-RS. 2011/2012.

Marca Hibrido Proteina expressa Nome Comercial Evento Ciclo*
Agroceres AG 8011YG CrylAb Yeld Gard MONS810 P
Agroeste AS 1551 VT PRO CrylA. 105 + Cry 2Ab2 PRO MON89034 SP
Syngenta Status Viptera VIP3Aa20 Viptera - MIR162 MIR162 P

Ciclo'= P (precoce), SP (super precoce).

9.
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5.2.2 Parasitismo de ovos do hospedeiro alternativo Anagasta kuehniella

Para obtencéo do parasitoide, foi colocado cartdo de papel cartolina contendo
ovos de A. kuehniella em cilindros de vidro (25 cm de comprimento x 10 cm de
diametro) que continham adultos de T. pretiosum. Cada cartdo possuia 60 circulos
de 1 cm de diametro, (Figura 1A) confeccionado com 400 +50 ovos de A. kuehniella
cada um (Figura 1B). Apés o parasitismo, os adultos foram descartados e os cartbes
foram acondicionados em camaras climatizadas adequadas para o desenvolvimento

de T. pretiosum.

5.2.3 Obtencéao do pélen de milho

O pélen de milho utilizado nesse estudo foi originario de trés diferentes
hibridos de milho transgénico, cada qual expressando uma respectiva proteina
(Tabela 1). O pdlen dos hibridos transgénicos e seus isogénicos foram coletados
diretamente de plantas de milho cultivadas em casa de vegetacdo. Sacos de papel
vegetal foram amarrados sobre o penddo da planta por 6 a 7 dias, sendo
posteriormente removidos e o pélen seco ao ar por 24 horas e peneirado (malha de
200um, retirando anteras e outros contaminantes) (Figura 1C). Posteriormente foi
colocado em frascos plasticos e armazenado a -20°C até sua utilizacdo (JESSE;
OBRYCKI, 2000).

5.2.4 Preparo dos tratamentos (dietas)

Os tratamentos comsistiram em (dietas). A testemunha foi composta por mel,
trés tratamentos contendo 20 mg de poélen dos diferentes hibridos de milho
transgénico (Tabela 1), expressando diferentes proteinas + 1ml de mel. Trés
tratamentos contendo 20 mg de pélen das respectivas isolinhas + 1ml de mel. Todas

as fontes de alimento foram renovadas diariamente.
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5.2.5 Execucgéo do experimento

Para a execucao do experimento, foram individualizadas, em cada tratamento
20 fémeas do parasitoide, recém-emergidas e sem deformacéo, totalizando (20
repeticdes). As mesmas foram acondicionadas em tubos de Duran, contendo 0s
diferentes tratamentos. Para a testemunha foi oferecido apenas mel puro. A cada 24
horas foi oferecido para cada fémea, cartelas de papel cartolina azul celeste (2,5 x
0,5 cm), contendo 40 ovos do hospedeiro alternativo A. kuehniella colados com
goma arabica a 10% e inviabilizados em lampada germicida por 1 hora (Figura 1D).
Os tubos foram posteriormente lacrados com filme plastico de PVC para evitar a
fuga dos parasitoides e furados com alfinete entomolégico numero zero para
possibilitar a aeracao (Figura 1E). As cartelas contendo os ovos parasitados de cada

dia foram armazenadas em tubos de vidro em sala climatizada.

5.2.6 Andlise dos resultados obtidos

Apds a morte dos descendentes, avaliou-se sob microscopio esterioscdpico o
namero de ovos parasitados (Figura 1F); ovos com orificio; parasitoides emergidos e
ndamero de machos e fémeas dos descendentes. Posteriormente, 0 nimero de ovos
parasitados e a viabilidade foram expressos em porcentagem. A razdo sexual foi
determinada através da proporcdo de fémeas na populacdo. Os parametros
analisados foram: longevidade, parasitismo total, viabilidade de emergéncia e razao
sexual.

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (quando F significativo) e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figural- Detalhes da conducdo dos bioensaios com Trichogramma pretiosum. A) Preparo dos
cartdes com goma arabica, lamina perfurada, cartolina e ovos de Anagasta kuehniella; B)
Ovos de A. kuehniella aderidos aos cartdes no interior dos recipientes de vidro; C)
Peneiramento do pélen das plantas de milho; D) Inser¢éo dos circulos com 40 ovos de A.
kuehniella em tubos de Duran; E) Tubos de Duran contendo fémeas de T. pretiosum
cartelas com ovos para parasitismo; F) Contagem dos ovos parasitados e adultos
emergidos em lupa estereoscopica. Pelotas-RS. 2011/2012.
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5.3 Resultados e Discussao

Os tratamentos néo afetaram significativamente a longevidade das fémeas de
T. pretiosum, (F=1,96; gl=6; p=0,07) quando alimentadas com sete diferentes dietas
(tratamentos) (Tabela 2). Sendo observados valores que variaram de 14,80 a 15,33
dias. Estes resultados sugerem que o poélen de milho Bt ndo afetou a longevidade de
fémeas adultas de T. pretiosum.

De modo semelhante, a pesquisa realizada por Peter e Atanas (2004), em
fémeas adultas de Trichogramma minutum (Riley, 1879) (Hymenoptera:
Trichogrammatidae), que se alimentaram de polen extra floral ndo tiveram sua
longevidade reduzida, observando média de 11,5 dias de vida. Zhang et al. (2004)
relataram que fémeas de Trichogramma brassicae (Westwood, 1883),
(Hymenoptera: Trichogrammatidae), alimentada com pélen de milho e agua, tiveram
aumentada significativamente a longevidade e fecundidade em comparagao com 0s
de alimentacdo em &gua somente. Contudo, as vespas alimentadas com uma
mistura de pdlen e mel tiveram longevidade e fecundidade semelhante aqueles
alimentando-se de mel somente. Tais resultados corroboram com os dados obtidos
em nossa pesquisa (Tabela 2).

Hanley et al. (2003) examinaram os efeitos da dieta de pdlen de milho
transgénico Bt em larvas de abelha com quatro a cinco dias de idade, e nao
observaram diferencas significativas na mortalidade de larvas e pupas bem como no
peso das mesmas.

Abelhas adultas que foram alimentadas com pdlen de milho Bt ou uma
solucdo de acucar contendo a proteina purificada CrylAb na concentracdo de
(0,0014% wl/v) e nas concentracdes de (0,1% e 1% w/v) ndo apresentaram qualquer
efeito sobre a sobrevivéncia dos individuos apos serem alimentadas durante 10 dias.
A concentracgdo de proteinas na hemolinfa foi verificada depois que os adultos foram
alimentados com poélen de milho expressando as proteinas CrylAb ou CrylF (MON
8010) (BABENDREIER et al., 2005).

Pilcher et al. (1997) relataram que o pdlen de milho Bt ndo afetou a
sobrevivéncia e o desenvolvimento dos inimigos naturais predadores: Coleomegilla
maculata (De Geer, 1775) (Coleoptera: Coccinelidae), Chrysoperla carnea
(Stephens, 1836) (Neuroptera: Chrysopidae) e Orius insidiosus (Say, 1832)

(Hemiptera: Antocoridae) em agroecossistemas.



Tabela 2 - Efeito do poélen de hibridos de milho transgénico sobre parametros bioldgicos de Trichogramma pretiosum parasitando ovos de Anagasta
kuehniella. Pelotas-RS. 2011/2012.

Tratamento Proteina expressa  Longevidade (Dias)* Pa%?;tliirzno e\r;ig:);éﬂi?;(g/oe)l Razao sexual®
Testemunha (Mel) - 14,80 + 0,20 a* 79,90+ 2,75 a 97,30+ 0,10 a 0,72+0,02 a
AG 8011YG CrylAb 15,13+ 0,20 a 79,21+1,29a 97,12+ 0,30 a 0,70+ 0,02 a
AG 8011 - 14,80+ 0,24 a 76,72+1.83 a 96,97 £ 0,44 a 0,73+0,02 a
AS 1551 VT PRO CrylA. 105 + Cry 15,13+ 0,09 a 76,60+ 1,30 a 98,20+ 0,11 a 0,70+ 0,01 a

2Ab2

AS 1551 - 15,33+0,12a 7490212 a 96,65+ 0,40 a 0,73+0,02 a
Status Viptera VIP3Aa20 14,93 + 0,06 a 7482+ 1,25a 96,00+ 0,43 a 0,71+£0,02 a
Status - 15,14+ 0,09 a 76,41 +194 a 97,15+ 0,40 a 0,70+ 0,02 a

" Médias (+) seguidas de letra mintiscula na coluna, ndo diferem entre si , pelo teste F, ao nivel de 5% de probabilidade;
2 Média do parasitismo acumulado por fémea.

18
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A capacidade de parasitismo diario de T. pretiosum em ovos de A. Kuehniella
nao foi prejudicado na presente pesquisa mediante o fornecimento de dieta com mel
mais polen (expressando diferentes proteinas) e mel mais pdlen dos hibridos
convencionais (Figura 2). O parasitismo em todos os tratamentos no primeiro dia se
situou entre 20 a 23 ovos (45 a 50%). Ocorreu um decréscimo variando de 10 a 13
ovos ja no segundo dia (25 a 35 %), diminuindo nos dias subsequentes (Figura 2). A
queda do parasitismo verificada para T. pretiosum € uma caracteristica dessa
espécie, pois esse parasitoide concentra as posturas nos primeiros trés dias de vida
(PRATISSOLI et al. (2006). A média do parasitismo acumulado em cada tratamento
por fémea se situou entre 74,82 a 79,9 ovos.

A auséncia de diferenca significativa no parasitismo entre os tratamentos
demonstra que as proteinas expressas no polen de milho transgénico ndo afetam a
taxa de parasitismo de ovos pelo parasitoide, seguindo parametros biol6gicos
normais. Esse fato concorda com os resultados obtidos por Wang et al. (2007), os
quais verificaram que o parasitismo de ovos de Ostrinia furnacalis (Guenée, 1854)
nao foi prejudicado pela interagcdo de B. thuringiensis com o parasitoide
Trichogramma ostriniae (Pang e Chen, 1974) (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
através de fornecimento de suspensdo com mel e pélen oriundo de milho Bt. Geng
et al. (2006), também constataram que Trichogramma chilonis (Ishii) (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) alimentados com pdlen proveniente de algodao Bt ndo reduz
sua capacidade de parasitismo, longevidade e razdo sexual, bem como a
longevidade de seus descendentes.

Polanczyk et al. (2006) estudando o efeito da ingestdo de B. thuringiensis em
Trichogramma spp., observaram a néo interferéncia de todos os isolados testados
na longevidade para Trichogramma pratissoli (Querino e Zuchi, 2002)
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) e T. pretiosum e que, alguns isolados
diminuiram o tempo necessario para os parasitoides atingirem 80% da capacida de
parasitismo. B. thuringiensis acelerou o parasitismo, porém néo influenciou o total de
ovos parasitados, mostrando que pode ser utilizado em conjunto com Trichogramma

spp. em futuros programas de MIP.
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Estudos realizados por Pratissoli et al., (2006a), utilizando T. pratissolii e
aplicando B. thuringiensis no mel para alimentacdo dos parasitoides mostraram
guealguns isolados causaram efeito sobre a emergéncia da progénie, havendo a
necessidadede mais liberacbes massais do parasitoide para alcancar os resultados
esperados em programas de controle biol6gico. Porém os mesmos autores nao
observaram efeito negativo dde Bt no parasitismo, inclusive ressaltam que B.
thuringiensis acelera o parasitismo inicial, resultados que se assemelharam aos da
presente pesquisa onde no primeiro dia o parasitismo superou os 20 ovos (45%)
(Figura 2). O efeito sinérgico pode ser justificado pelos diversos carboidratos
presentes no mel e pdlen, contribuindo nutricionalmente com o parasitoide e tendo
resposta positiva no parasitismo (WANG et al., 2007).

Hassan e Krieg (1975) alimentando fémeas de Trichogramma cacoeciae
(Marcha, 19271) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) com mel contaminado com as
preparacdes comerciais de B. thuringiensis verificou auséncia de efeito significativo
sobre a capacidade de parasitar ovos de Sitotroga cerealella (Olivier, 1819)
(Lepidoptera: Gelechiidae).

Adultos de Trichogramma evanescens Westwood (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) que foram alimentados com uma solugéo de mel contendo 500
ug de B. thuringiensis var. galleriae HD-129 por 5 dias e ndo apresentaram qualquer
efeito sobre longevidade, ou capacidade de parasitar ovos de Spodoptera littoralis
(Boisduva, 1833) (Lepidoptera: Noctuidae) ou Ephestia kuehniella (Zeller,1879)
(Lepidoptera: Pyralidae) (Salama & Zak, 1985). Tais dados conferem com os obtidos
no presente estudo.

A pesquisa de campo indicou que nao houve diferencas significativas na
porcentagem de parasitismo, longevidade e mortalidade de adultos de T. brassicae
emergentes de ovos de O. Nubilalis ovipositados em folhas de milho Bt ou
isogénicos (MANACHINI; LOZZIA, 2004). Caracterizando neste caso a nao
influéncia do milho transgénico ao parasitoide ao abrangermos a pesquisa a um
nivel tritréfico.

A viabilidade de emergéncia dos adultos do parasitdide na presente pesquisa
alcancou valores superiores a 95% em todos os tratamentos, ndo havendo diferenca
entre eles (F=1,04; gl=6; p=0,42) (Tabela 2). Esses resultados também demonstram
efeitos ndo adversos dos tratamentos contendo poélen de milho transgénico sob T.

pretiosum evidenciando o potencial de uso integrado dessas ferramentas. Esses



85

valores estdo de acordo com os resultadosobtidos por Sa e Parra (1993) e Pratissoli
e Oliveira (1999), que obtiveram viabilidade média de 95 e 97% respectivamente, o
que evidencia a adequacdo desse hospedeiro para o desenvolvimento de
Trichogramma. Wang et al. (2007) comprovaram que a emergéncia de fémeas deT.
ostriniae nao foi prejudicada pelofornecimento de substrato alimentar contendo pélen
oriundo de milho Bt, com valores similares ao encontrado no presente trabalho. Ao
contrario dos resultados obtidos por Pratissoli et al. (2006a), que registraram
diminuicdo do parasitismo na interacao entre alguns isolados de B. thuringiensis e T.
pratissolii.

Os valores obtidos para razdo sexual na presente pesquisa com T. pretiosum
também néo diferiram entre os tratamentos analisados (F=044; gl=6; p=0,84), com
indices variando de 0,70 a 0,73 (Tabela 2). Logo os tratamentos ndo influenciaram
para reduzir os valores para baixo de 0,5, valor minimo satisfatorio para a razéo
sexual (NAVARRO, 1998).

O maior numero de descendentes do sexo feminino foi obtido a partir dos
ovos hospedeiros parasitados nos primeiros dias, independentemente dos
tratamentos. Tais dados concordam com os resultados obtidos por Wang et al.
(2007), em T. ostriniae alimentados com pdélen de milho transgénico em dieta, onde
a porcentagem do numero de descendestes do sexo feminino se situou entre (75 e
85 %), descrescendo nos dias subsequentes. Tais valores obtidos para a razéo
sexual podem ser considerados satisfatérios para o uso em programas de controle
biolégico (NAVARRO, 1998).

5.4 Concluséao

Os tratamentos avaliados (dietas) ndo séo prejudiciais ao desenvolvimento de
fémeas de Trichogramma pretiosum. Os hibridos transgénicos expressando
diferentes proteinas: AG 8011YG (CrylAb), AS 1551 VT PRO (CrylA. 105 + Cry
2Ab2) e Status Viptera (VIP3Aa20), assim como seus respectivos hibridos
isogénicos ndo tem efeitos negativos sobre a longevidade, parasitismo total,
viabilidade de emergéncia e razdo sexual de T. pretiosum em bioensaio de ingestao

com polen em condi¢des de laboratorio.



6 Discussao Geral

A adaptacdo da metodologia de trabalho proposta pela IOBC efetuada na
primeira fase (capitulo 1) da pesquisa p6de ser utilizada de maneira eficiente para o
parasitoidemTrichogramma pretiosum, Riley, 1879 (Hymenoptera:
Trichogrammatidae). A mesma podera ser utlizada futuramente por demais
pesquisadores em ambito nacional e internacional para padroniza¢do e comparacao
de dados, validando ainda mais tais protocolos.

De acordo com as classificacbes da IOBC e resultados das andlises
estatisticas utilizadas para os dados, foi concluido que a exposicdo de ovos a folha,
a caule e ao polen dos 10 hibridos de milho transgénico é in6cua (classe 1) a T.
pretiosum em condi¢des de laboratério.

As plantas transgénicas ou plantas geneticamente modificadas que
expressam genes com atividade inseticida estdo cada vez mais sendo incluidas no
manejo de pragas agricolas nas culturas, principalmente o milho. Além disso, como
essas tecnologias de transgenese utilizam piramidizacao de genes (retransformacéo
genética de um OGM) é de suma importancia elucidar o efeito sobre organismos
benéficos ndo alvo (MARTINS et al., 2007).

Neste sentido, a realizacdo desse trabalho é justificada pelas condi¢cdes
brasileiras, ja que temos uma diversidade muito grande de inimigos naturais e muitas
cultivares de milho transgénico, devido a grande extenséo territorial do Brasil. Cerca
de 70 % da semente de milho cultivada no Pais é transgénica. Logo o Brasil podera
ter grande beneficios se proteger a sua biodiversidade, principalmente dos inimigos
naturais com a utilizacdo de plantas de milho transgénicas inGcuas aos inimigos
naturais. Logo a metodologia deve continuar a ser testada e aperfeicoada para as
condicdes brasileiras.

Os 10 cultivares transgénicas de milho testados todos sdo adequados para
programas de manejo integrado de pragas na cultura do milho pelos resultados da
pesquisa realizada até o momento.

Vale ressaltar que no caso da utlizagdo de plantas trangénicas sem

incremento de areas de reflgio com cultivares convencionais de milho, logo se tera
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problemas de resisténcia dos insetos pragas as plantas transgénicas de milho. A
utilizacdo de cultivares transgénicas de milho in6cuas aos inimigos naturais & de
grande importancia para retardar ou mesmo evitar esses fenbmenos. Parasitoides e
predadores tem ligacdo estreita com populacbes de pragas (respectivamente
parasitando e predando) tais com resisténcia ou ndo ao(s) produto(s) quimico(s) (ou
outro método de controle, como biotecnoldgico), contribuindo assim, para a
diminuicdo do desenvolvimento da resisténcia.

No capitulo 2, foi avaliado o efeito do pdolen de trés diferentes cultivares
transgénicas de milho, que expressam diferentes proteinas, assim como o pdlen
seus respectivos hibridos isogénicos. O parasitoide de ovos T. pretiosum foi
alimentado com mel mais pdlen dos hibridos citados e ndo foram verificados efeitos
negativos sobre a longevidade, parasitismo total, viabilidade de emergéncia e razéo
sexual de T. pretiosum. Desse modo, 0 uso das cultivares foi possibilitado sem
prejudicar ainterag&o inimigo natural e planta transgénica.

Quanto a toxicidade de produtos transgénicos a entomofauna benéfica,
Siqueira et al. (2004) relatam que varios casos de efeitos negativos de plantas
geneticamente modificadas a insetos resultaram de estudos em laboratério que,
muitas vezes, ndo podem ser extrapolados para condi¢cdes de campo. Desse modo,
mesmo o0s resultados obtidos com T. pretiosum ndo terem demostrado efeitos
nocivos em laboratério, devem também ser conferidas em condicbes de campo.
Para isso, investigar em ambiente natural os niveis de exposicdo a toxina, bem como
as condicOes destas estarem ativas quando em contato com o inseto, é algo proficuo
na elucidacdo desta questdo. Avaliar ainda os possiveis efeitos ecoldgicos,
resultantes deste tipo de interacdo, segundo Siqueira et al. (2004), também ¢é algo
gue se deve considerar neste tipo de estudo.

Com a grande utilizacdo da piramidacdo de genes nas plantas transgénicas
pela biotecnologia, onde uma Unica planta pode expressar mais de uma proteina
toxica (controle de Lepidépteros, Dipteros, Coleopteros) é esséncial continuar
estudando o possivel efeito sobre inimigos naturais. Cabe também destacar a
necessidade de continuidade da investigacdo para verificar possiveis efeitos destas
tecnologias transgénicas sobre a fisiologia do parasitoide. Deste modo, deve-se
adaptar a metodologia para demais parasitoides e predadores, levando em conta as

fases mais sensiveis dos inimigos naturais.
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Desta forma ao se estabelecer programas de manejo integrado na cultura do
milho, deve-se levar em consideragdo a compatibilizagdo ou integracdo entre
meétodos bioldgicos, quimicos, de biotecnologia e outros. Para tal objetivo, o uso de
substancias seletivas que controlem as pragas sem causar efeitos negativos sobre
organismos benéficos deve ser incentivado em todo o Brasil nas areas de refugio e
se buscar ao maximo de inocuidade de plantas transgénicas sobre 0s inimigos
naturais, preservando os agentes de controle biolégico j4 presentes e/ou agueles

liberados em uma estratégia de controle biolégico aplicado.



7 Conclusodes Gerais

A adaptacdo da metodologia da IOBC se mostrou adequada para oS
bioensaios com o parasitoide T. pretiosum.

Os 10 hibridos transgénicos de milho e seus isogénicos testados nos
bioensaios sobre o parasitoide T. pretiosum; adaptando-se a metodologia da IOBC,
foram assim classificados: AG 8011YG (Cryl1Ab), BG 7060Y (CrylAb), AS 1551 YG
(CrylAb), AS 1551 VT PRO (CrylA. 105 + Cry2Ab2), DKB330YG (CrylAb),
DKB390PRO2 (CrylA. 105 + Cry2Ab2 + CP4 - EPSPS), 30F53H (CrylF PAT),
32R48H (CrylF PAT), Status TL (CrylAb PAT), Status Viptera (VIP3Aa20), sao
in6cuos (classe 1) a adultos de T. pretiosum.

No bioensaio envolvendo efeito do polen de milho transgénico em fémeas de
T. pretiosum, dos 7 tratamentos avaliados nenhum foi prejudicial ao desenvolvimento
de fémeas de T. pretiosum. Os hibridos transgénicos expressando diferentes
proteinas: AG 8011YG (CrylAb), AS 1551 VT PRO (CrylA. 105 + Cry 2Ab2) e
Status Viptera (VIP3Aa20), assim como seus respectivos hibridos isogénicos nao
tem efeitos negativos sobre a longevidade, o parasitismo total, a viabilidade de
emergéncia e razao sexual de T. pretiosum em bioensaio de ingestdo com pdélem em

condicBes de laboratério.
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