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ACAROS FITOFAGOS EM MILHO GENETICAMENTE MODIFICADO COM O
GENE DO Bacillus thuringiensis (Bt)

RESUMO - Com a crescente utilizacdo de cultivares transgénicas de milho com o
gene bt, organizagdes internacionais tem solicitado o estudo de impactos ambientais dessa
tecnologia sobre solo, fauna e flora nativa. O estudo de organismos nao-alvo, como acaros,
pode fornecer informagdes sobre os possiveis efeitos do uso de cultivares transgénicas de
milho sobre o agroecossistema. A presente dissertacdo tem como objetivos (i) Avaliar a
abundancia de espécies de acaros fitofagos em area de milho Bf e ndo Bt; (i1) Avaliar a taxa
instantanea de crescimento e preferéncia alimentar de acaros fitofagos entre plantas de
milho Bt e ndo Bt. Espera-se que, com o desenvolvimento da presente dissertacdo possam-
se: atender tanto demandas aplicadas de otimizagdo do manejo integrado de pragas do
milho com o uso de milho geneticamente modificado com o gene b¢, quanto avangar nas
fronteiras do conhecimento sobre o papel de defesas de planta sobre a estruturagdo e
riqueza de espécies de artropodes em teias alimentares em agroecosssitemas. Nos testes de
abundéncia foram encontrados 2403 e 93 individuos das espécies Catarhinus tricholaenae
e Aceria zeala, respectivamente. Os cultivares de milho Bt (30F35 Hx, 30F35 Yg e
Impacto Viptera) ndo afetaram significativamente o numero médio de 4acaros C.
tricholaenae e A. zeala em relacdo a cultivar convencional. Ao avaliar a taxa instantanea
de crescimento e preferéncia. A taxa instantanea de crescimento populacional (ri) para 7.
urticae ndo diferiu entre as fémeas. Fémeas de 7. urticae ndo apresentaram preferéncia
entre as faces foliares das cultivares 30F35 Hx vs 30F35 Convencional; 30F35 Yg vs
30F35 Convencional e Impacto Viptera vs 30F35 Convencional, as 24 horas apds a
liberag@o, quanto as 48 horas de observagdo. A Proteina Cry presente nas variedades de
milho Br ndo afeta na abundancia, a taxa instantdnea de crescimento populacional e
preferéncia alimentar de acaros fitéfagos.

Palavras-chave: Acari, organismos geneticamante modificados, defesa de plantas,Proteina
Bt, organismos nao-alvo

Comité Orientador: Prof. Dr. Marcos Antonio Matiello Fadini- UFSJ (Orientador); Dr. Ivan Cruz
(Coorientador)- Embrapa-CNPMS; Profa. Dra. Cidalia Gabriela Santos Marinho (Coorientadora)-
UFSJ.



PHYTOPHAGOUS MITES ON MAIZE GENETICALLY MODIFIED WITH
Bacillus thuringiensis (Bt) GENE

ABSTRACT- With the increasing use of transgenic maize cultivars with the b gene,
international organizations have called for environmental impact studies of this technology
on soil, native flora and fauna. The study of non-target organisms such as mites, can
provide information on the possible effects of transgenic maize crops on agroecosystems.
The present dissertation aims to (i) assess the abundance of phytophagous mites in a Bt and
non-Bt area; (ii) evaluate the instantaneous growth rate and food preference of
phytophagous mites between Bt and non-Bt maize. It is hoped that the development of this
dissertation can: meet the demands applied to optimize the maize integrated pest
management with the use of maize genetically modified with the bz gene, as well as
advance the frontiers of knowledge on the role of plant defenses on structure and species
richness of arthropods in agroecosystems food webs. In abundance tests, 2403 and 93
individuals of the species Catarhinus tricholaenae and Aceria zeala, respectively, were
found. The Bt maize cultivars (30F35 Hx, 30F35 Yg and Impacto Viptera) did not
significantly affect the average number of C. tricholaenae and A. zeala mites compared to
the conventional cultivar. When evaluating the instantaneous rate of growth and feeding
preference the instantaneous rate of population growth (ri) for 7. urticae did not differ
among females. Females of 7. urticae showed no preference between the leaf surfaces of
cultivars 30F35 Hx vs 30F35 Conventional; 30F35 Yg vs Conventional 30F35 and
Impacto Viptera vs 30F35 Conventional at 24 hours after release, regarding the 48-hours of
observation. The Cry protein present in Bt maize varieties does not affect the abundance,
the instantaneous rate of population growth and food preference of phytophagous mites.

Keywords: Acari, geneticamante modified organisms, plant defense, Bt protein, non-target
organisms
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1. INTRODUCAO

As plantas se protegem contra fitofagos por meio de defesas constitutivas e induzidas,
que reduzem a agdo dos fitofagos. Nas defesas constitutivas, a planta expressa resisténcia de
forma continua e ndo depende da presenca ou acdo de fitofagos, enquanto que nas defesas
induzidas, as defesas se expressam somente apds a injuria, podendo atuar direta ou
indiretamente sobre os fitéfagos (Price et al., 1980).

Nas defesas constitutivas, as plantas podem desenvolver caracteristicas estruturais que
atuam, por exemplo, como uma barreira mecanica, proporcionando dureza e rigidez,
dificultando a locomocdo e a alimentacdo pelo fitéfago. Nestas, estdo inclusas estruturas
como tricomas, depdsitos cuticulares, maior espessura da epiderme, a abundéncia de cristais,
fibras e a disposicao destas estruturas e tecidos na folha, dentre outras (Becerra, 1994). As
defesas induzidas ocorrem em resposta ao ataque dos fitofagos, caracterizadas pelo
incremento em metabolicos secundarios ou proteinas associadas a defesa, que afetam
diretamente os fitéfagos, ou indiretamente, atraindo inimigos naturais de tais fitofagos
mediante a liberacdo de volateis (Ament et al., 2004). As emissdes de volateis t€ém sido
reportadas para algumas espécies de plantas (Fadini et al., 2010) e estdo envolvidas nas
interagdes troficas entre plantas e insetos, principalmente, entre lagartas e plantas, acaros
fitofagos e acaros predadores (Dicke et al., 2000). O estudo das defesas de plantas ¢ basico
para o desenvolvimento de métodos de controle de pragas por meio de resisténcia em sistemas
agricolas e dentre as defesas constitutivas de plantas se encontram as plantas geneticamente
modificadas (GM).

Plantas GM que expressam genes com atividade inseticida representam uma
alternativa para o controle de insetos pragas mastigador, além de serem consistentes com a
filosofia do manejo integrado de pragas (MIP) (Prokopy, 1994). As primeiras geragdes de
plantas GM resistentes a insetos mastigadores foram desenvolvidas com genes codificadores
de proteinas inseticidas do entomopatogeno Bacillus thunringiensis Bt (Fischhoff et al.;
1987). A bactéria Bt é o organismo mais utilizado como fonte de genes para a transformacao
de plantas visando 4 resisténcia, principalmente, a lepidopteros e coledpteros (Perlak et al.,
2001). Atualmente, culturas como soja, milho, algodado, batata e fumo, tém sido modificadas
geneticamente, para expressar as proteinas derivadas da bactéria Bt, e sdo utilizadas em escala

comercial em vérios paises, atingindo cerca de 102 milhdes de hectares (James, 2012).



As Proteinas de Bt sdo expressas em altas doses nos tecidos verdes das plantas GM
(Koziel et al., 1993). As proteinas ao serem expressas ficam expostas aos demais fitofagos
ndo-alvos e aos seus inimigos naturais (Dutton et al, 2002). Embora Herrero et al., (2001),
discutam que tais proteinas sdo altamente toxicas e especificas, por isso indcuas para a
maioria dos outros organismos, incluindo insetos benéficos, as plantas GM contendo gene bt
interagem com os organismos ndo-alvo dos diferentes niveis troficos, pois as culturas abrigam
ndo somente 0s insetos pragas, mas também outros artropodes, os quais desempenham papel
importante na regulagdo das populagdes de pragas (Schuler et al., 1999). A interacdo planta,
fitofago e predadores é chamada de interagdo tritrofica, em que a planta representa o primeiro
nivel tréfico, o fitofago ou inseto praga, o segundo nivel e os inimigos naturais, o terceiro
nivel (Schuler et al., 1999). Algumas davidas em relagdo a transferéncia da proteina t€m
despertado o interesse dos pesquisadores entre elas estdo: ha possibilidade das plantas GM
afetarem os organismos ndo-alvo de diferentes niveis troficos (e.g. fitofagos e predadores) e
ha evolugdo da resisténcia de pragas as proteinas de B. thuringiensis (Obrist et al., 2006a).

As plantas GM, como o milho (Zea mays L) que expressam a Proteina Bt, podendo ser
considerada como uma tatica adicional para o controle de insetos pragas com eficacia
semelhante aos inseticidas convencionais, além de serem compativeis com os principios do
Manejo Integrado de Pragas (MIP) (Paoletti & Pimentel, 2000). As principais vantagens do
uso do milho GM sdo: reducdo de aplicagdo de inseticidas e aumento na producdo (Huang et
al., 2002). A produtividade das lavouras do milho ¢ afetada pela a¢do de pragas. A lagarta-do-
cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), ¢ praga primaria da cultura do milho no Brasil
causando sérios prejuizos a produgdo (Cruz, 1995). A cultura do Milho ocupa a maior
extensdo entre todas as lavouras no Brasil, com area de plantio em torno de 15 milhdes de
hectares e produgdo estimada em 71,1 milhdes de toneladas (CONAB, 2012).

Fitofago considerado ndo alvo da Proteina do milho B#, como o &caro-rajado
Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) uma das mais importantes pragas polifagos
de hortalicas e outras culturas (Capinera, 2001; Opit et al., 2004; Liburd et al., 2007). O
acaro-rajado Tetranychus urticae € conhecido como uma das maiores pragas em muitas
culturas, ele pode ser encontrado em plantas de numerosas espécies (Bolland et al., 1998).
Infestagoes causadas por 7. urticae podem resultar em queda das folhas, diminui¢ao do vigor

e morte da planta (Kranz et al., 1977). T. urticae ¢ uma praga comum de magas, cerejas e



frutas podem infestar folhas e sugar fluidos a partir das células e podem desfolhar arvores
(Beers et al., 1993).

O 4caro-rajado pode causar infestagdes nas folhas de plantas GM e convencionais,
mas o 7. urticae ndo ¢ alvo de plantas modificadas com a Proteina Bt, o que pode acarretar
modifica¢des adaptativas nos acaros e em seus inimigos naturais ao longo das geragdes. Li &
Romeis (2010) avaliaram o possivel efeito da Proteina Bf ao longo da cadeia alimentar de T.
urticae ¢ seu inimigo natural o besouro predador Stethorus punctillum Weize (Coleoptera:
Coccinellidae), onde nenhum efeito adverso da Proteina Bt expressada em milho sobre T.
urticae e seu predador S. punctillum foi detectado.

As proteinas presentes em plantas GM podem ser adquiridas e concentradas pelos
acaros fitéfagos. (Dutton et al., 2002) verificou que, comparando a outros herbivoros
mastigadores e sugadores alimentados com milho B¢, T. wurticae apresentou a maior
quantidade da toxina. A proteina permanece biologicamente ativa nos acaros de acordo com
Obrist et al., (2006). Dutton et al., (2002) verificou que ocorreu decrescimo na taxa de
crescimento da populacdo de 7. urticae criada em milho Bf, comparada com a populacio
mantida na variedade de milho ndo Bt. As plantas transgénicas podem afetar o
comportamento dos acaros fitofagos, quando submentidos a estudos de preferéncia. Fémeas
adultas de T.urticae preferiram a variedade de berinjela (Solanum melongena) que expressam
a Proteina Cry3Bb que a convencional. Além disso, T.urticae também apresentou maior taxa
de oviposicao nesta variedade transgénica (Rovenska et al., 2005).

Varios trabalhos tém estudado insetos, entretanto um numero reduzido foi realizado
sobre os efeitos de plantas Bt sobre acaros fitéfagos (Dutton et al., 2002; Lozzia, 1999; Lozzia
et al.,, 1998; Pilcher et. al., 1997). O acaro-rajado apresenta susceptibilidade a formulagdes
comerciais de Bt e capacidade em adquirir e manter Proteinas Bt da planta hospedeira no seu
corpo (Dutton et al, 2002). Tem-se questionado sobre o possivel efeito dessa proteina sobre
seus predadores (Torres & Ruberson, 2008). E provavel que a proteina possa ser transferida
dos acaros para o terceiro nivel trofico, ou seja, os predadores. Os principais questionamentos
estdo ha possibilidade das plantas GM afetarem os organismos nao-alvo de diferentes nives
troficos e ha possibilidade de evolucdo de resisténcia de pragas a Proteina de Bt, pois as
plantas irdo expressar a Proteina de Bt durante o ciclo da cultura (Tabashnik,1994).

O milho Bz, expressa Proteinas CrylF e Cryl Ab, onde confere resisténcia ao ataque de

varios de lepidopteros (Peixoto, 1999), o que reduz significativamente os danos causados por
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essas espécies em lavouras (Chilcutt et al., 2007). Além das proteinas inseticidas expressas
por genes cry, existem as Proteinas Vip3a (Proteinas Inseticidas Vegetativas) (Impacto
Viptera), onde conferem resisténcia ao ataque de lepidopteros, que também sdo produzidas
através de cepas de Bt em sua fase vegetativa (Bernardi et al., 2012). Estas proteinas atuam de
modo semelhante aquele utilizado pelas Proteinas Cry, porém suas propriedades de ligagdo
aos sitios no intestino médio dos insetos sdo diferentes, o que reduz as possibilidades de
resisténcia cruzada entre Proteinas Cry e VIP (Hardke et al., 2011). Esta dissertagdo tem como
objetivo avaliar, no capitulo I a abundancia e riqueza de espécies de 4caros fitdgagos em
lavouras de milho GM contendo o gene bt, expressando as Proteinas CrylAb (30F35 Yg) e
CrylF (30F35 Hx) Vip3a (Impacto Viptera).

Para tanto, serdo realizados levantamento da riqueza e abundancia espécies de acaros
em plantios de milho no campo. No capitulo II avaliar-se-4 a preferéncia alimentar e a taxa
instantanea de crescimento de Tetranychus urticae entre plantas de milho Bt, expressando as
Proteinas CrylAb, CrylF e Vip3a e isogénico ndo Bt. Para tanto serfo relizados testes em

laboratoério. Este € o primeiro estudo a ser realizado com acaros em milho no Brasil.
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Resumo

Plantas de milho possuem grande diversidade de espécies fitofagas. Existem, entretanto,
poucos estudos sobre abundéncia de acaros fitofagos especificamente em milho transgénico.
O presente trabalho objetivou avaliar a abundancia espécies de acaros fitofagos em lavouras
de milho Bf e milho convencional. Testou a hipdtese nula que Proteina Cry, presente no milho
Bt, ndo afetaria abundancia dos 4caros fitéfagos. Entre os meses de junho de 2013 a setembro
de 2013 foram coletadas, quinzenalmente, trés amostras aleatorias de quatro folhas em talhdes
de milho ndo Bt 30F35, em variedades de milho B¢ expressando a Proteina Cry CrylAb
(30F35 Yg) e CrylF (30F35 Hx) Vip3a (Impacto Viptera) em areas experimentais da
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG. A triagem foi realizada sob microscépio
estereoscopico, cada amostra de folhas foi vistoriada por 15 minutos na regido nervura central
em busca de adultos de acaros fitofagos. Foram encontrados 2403 e 93 individuos das
espécies Catarhinus tricholaenae e Aceria zeala, respectivamente. Sendo que, para C.
tricholaenae, foram registrados 563 individuos em folhas de milho de cultivar ndo Bt 30F35,
1840 individuos em folhas de milho Bf nas cultivares 30F35 Hx, 30F35 Yg, e Impacto
Viptera. Para A. zeala foram registrados 23 individuos em folhas de milho de cultivar ndo Bt
30F35, 70 individuos em folhas de milho de cultivar ndo Bf 30F35, 1840 individuos em folhas
de milho B¢ nas cultivares 30F35 Hx, 30F35 Yg, e Impacto Viptera. Os cultivares de milho Bt
30F35 Yg (CrylAb), 30F35 Hx (CrylF) e Impacto Viptera (Vip3a), ndo afetaram
significativamente o nimero médio de acaros C. tricholaenae e A. zeala em relagdo a cultivar
convencional. A Proteina Cry presente nas variedades de milho Bt ndo afeta na abundancia e
de acaros fitofagos.

Palavras-Chaves: Microacaro, Proteina Cry, agroecossistema, entomologia agricola,

variedades Bt
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Abstract

Maize plants have a wide range of phytophagous species. There are, however, few studies on
the abundance of phytophagous mites specifically in transgenic maize. This study aimed to
evaluate the abundance of phytophagous mites in B maize and conventional maize. We tested
the null hypothesis that Cry Protein, present in Bt maize did not affect the abundance of
phytophagous mites. Between the months of June 2013 to September 2013, three random
samples of four leaves were collected every two weeks in non-Bt maize 30F35 plots, in
varieties of Bt maize expressing the Cry Protein CrylAb (30F35 Yg) and CrylF (Hx 30F35)
Vip3a (Impacto Viptera) in experimental areas of Embrapa Maize and Sorghum, Sete Lagoas,
MG. The screening was carried out under a stereoscopic microscope, each leaf sample was
inspected for 15 minutes in the midrib region for adult phytophagous mites. 2403 individuals
and 93 species of Catarhinus tricholaenae and Aceria zeala were found, respectively. 563
individuals of C. tricholaenae were recorded on maize leaves of the non-Bt 30F35 cultivar,
1840 individuals on leaves of Bt maize cultivars 30F35 Hx, 30F35 Yg, and Impacto Viptera.
For A. zeala 23 individuals were recorded on maize leaves of non-Bt 30F35 cultivar, 70
individuals on maize leaves non-Bt 30F35 cultivar, 1840 individuals on Bt maize leaves of
cultivars 30F35 Hx, 30F35 Yg, and Impacto Viptera. The B¢ maize cultivars 30F35 Yg
(CrylAb), 30F35 Hx (CrylF) and Impacto Viptera (Vip3a) did not significantly affect the
average number of C.tricholaenae and A. zeala mites compared to the conventional cultivar.
The Cry Protein present in Bt maize varieties does not affect the abundance of phytophagous

mites.

Key Words: Micromite, Cry Protein, agroecosystems, agricultural entomology, Bt varieties
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Introducao

Com o advento da engenharia genética, diversas plantas cultivadas estdo sendo
transformadas com a introducdo de genes que conferem resisténcia as pragas. A bactéria
Bacillus thuringiensis (Bt) é, sem duvida, o organismo mais utilizado como fonte de genes
para transformagao de plantas, visando a transgenia e resisténcia as pragas (Perlak et a/ 2001).
No caso do milho, através de técnicas de biologia molecular, gene da bactéria b¢, que codifica
a Proteina Cry foi introduzido em plantas, dando origem ao milho Bt, conferindo diferentes
padroes de resisténcia as espécies de lepidopteros-praga (Waquil et al 2002).

As Proteinas Cry podem ser concentradas no organismo dos artropodes apods serem
ingeridos, como ¢ o caso de 4caros fitofagos (Nunes 2010). Trabalhos realizados com milho Bt
mostraram que, Tetranychus urticae (Acari: Tetranychidae) € susceptivel a formulagdes
comerciais de Bt, sendo capaz de adquirir ¢ manter Proteinas Cryl Ab de milho B¢ (Dutton et
al 2003). Obrist et al (2006) avaliaram os efeitos da Proteina Cry1Ab sobre o acaro predador
Neoseiulus cucumeris (Acari: Phytoseiidae) alimentado com acaro-rajado 7. wurticae com
milho Bt e ndo-Bt, a mortalidade, tempo de desenvolvimento e taxa de oviposi¢cao ndo foram
afetados pela Proteina Bz.

Os acaros fitofagos s@o pragas importantes em varias culturas agricolas, pois
provocam injurias que resultam em perdas econdmicas, apesar disto, a literatura técnica que
recomenda estratégias de manejo de pragas na cultura do milho (Zea mays L.) ndo faz
referéncia a registros de populagdes de acaros que alcangaram o estado de praga (Fadini et al
2010). Levantamentos da incidéncia de espécies e estudos sobre acaros como pragas na
cultura do milho sdo escassos. Moraes & Flechtmann (2008), registraram-se as seguintes

espécies de acaros infestando o milho: microacaro-da-face-inferior-das-folhas-de-milho,

13



Catarhinus tricholaenae Keifer (Diptilomiopidae); microacaro-de-ambas-as-faces-das-folhas-
de-milho, Aceria zeala (Keifer) (Eriophyidae); acaro-rajado, Tetranychus urticae Koch
(Tetranychidae); acaro-verde Oligonychus zeae (McGregor) (Tetranychidae) e Aceria
tosichella Keifer (Eriophyidae).

A umidade, insolacdo e a temperatura ocasionam problemas com acaros, pois podem
influenciar diretamente nas atividades de oviposi¢do, alimentacdo, crescimento,
desenvolvimento e reproducdo (LAM et al 2001). As chuvas causam um impacto mecanico
de suas gotas sobre os acaros, influenciando na densidade populacional desses organismos, 0s
insetos que pelo impacto direto da chuva sdo arrastados (Picango 2010)

Apesar de apresentarem pouca importancia como pragas do milho no Brasil, os acaros
podem ser organismos indicadores de ocasionais efeitos de cultivares transgénicas sobre
organismos ndo alvos na comunidade de artropodes (Fadini ef al/ 2012). Assim, é necessario
avaliar a abundancia de espécies de fitofagos ndo alvo em agroecossistemas.

Sendo a tecnologia de milho Bt direcionada para o controle de lagartas e ndo para
acaros fitofagos, ¢ pequeno o numero de estudos que investiga as interacdes de acaros
fitéfagos-plantas (Shiojiri et a/ 2002, Dorn et al 2003). Em levantamentos de espécies de
acaros realizados em cultivos de milho Bt ¢ ndo Bt tém-se registrado as espécies C.
tricholaenae e A. zeala em maior abundancia (Fadini et a/ 2010, 2012). Além dessas espécies,
tem-se observado uma espécie de acaro da familia Phytoseiidae ainda ndo identificada. Os
estudos dessas espécies, fitofagas e predadoras, com foco na estrutura de teia alimentar
possibilitara a identificacdo de interacdes entre esses artropodes nado alvo e a planta. (Fadini et
al 2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de acaros fitéfagos em cultivares

transgénicas de milho Bt contendo as Proteinas Cry e em sua variedade ndo Bt. Testou-se a
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hipotese nula de que a defesa da planta, conferida pelas Proteinas do milho Bz, ndo afetaria

abundancia de acaros fitofagos na cultura.

Material e Métodos

Durante o periodo de 12 de junho de 2013 a 19 de setembro de 2013, foram coletadas,
quinzenalmente, amostras de folhas de milho Bf e ndo B¢ talhdo (100m?), em quatro parcelas
de 72 linhas x 50 metros; espagamento entre linhas: 70cm; densidade de plantio: 05
sementes/metro; adubagdo de plantio: 300 kg/ha do formulado 8-28-16+zn;
adubacg@o de cobertura: 250 kg/ha de uréia. Chuvas presentes das datas 03/06 e 04/06/2013
com precipitacdo 9.2mm e 1.2mm. Foi utilizado cultivares de milho ndo B?, 30F35 e milhos
Bt 30F35 Hx, 30F35 YG e Vip3a Impacto Viptera no periodo de safrinha em darea
experimental da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, Minas Gerais (19°28' latitude sul e
longitude 44°15°08" W GrW), Localizado no Piv6 01. Foram coletadas 3 amostras por talhdo
aleatoriamente onde cada amostra continha 4 folhas. Cada amostra contendo quatro folhas de
milho foi acondicionada em saco de papel, as trés amostras de cada variedade foram
acondicionadas em sacos de plastico e levado ao Laboratorio Entomologia Agricola da
Universidade Federal de Sdo Jo2o Del Rei, campus Sete Lagoas, para triagem sob
microscopio estereoscopico. Cada amostra de folhas foi triada individualmente por 15
minutos em busca de acaros fitofagos na regido da nervura central da face abaxial da folha,
onde os acaros sdo encontrados com maior frequéncia. Esse procedimento padronizou o
esforco amostral por amostra das folhas. Foi avaliada a ocorréncia e a crescimento
populacional dos individuos adultos de acaros fitéfagos sobre os quatro cultivares de milho,
uma nao Bt 30F35, e trés contendo a Proteinas CrylAb, (30F35 Yg) e CrylF (30F35 Hx)

Vip3a (Impacto Viptera).
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Os espécimes encontrados foram montados em ldmina com meio de Hoyer (Moraes &
Flechtmann 2008) e as melhores montagens foram enviadas para confirmag¢do da identificagao
taxonomica. Laminas com espécimes de C. tricholaenae montados encontram-se armazenadas
no Laboratério de Entomologia Agricola da Universidade Federal de Sdo Jodao Del Rei,
campus Sete Lagoas.

Injurias causadas, por insetos mastigadores presentes nas folhas foram contadas para
cada amostra, para avaliar o efeito da Proteina Bt, presentes nas folhas de milho.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado tendo como
tratamento as cultivares de milho e as unidades amostrais o conjunto de quatro folhas de
milho. Para analise dos dados foi utilizada analise de variancia em parcela subdividida tendo
com a parcela principal o fator cultivar de milho e, na sub-parcela, o tempo de coleta das
unidades amostrais a 5% de significancia (Crawley 2007). Foi utilizado o programa estatistico

R (R Development Core Team 2011) para a analise dos dados.

Resultados

As espécies de acaro fitofagos encontrados em folhas de milho foram Catarhinus
tricholaenae Keifer (Acari: Diptilomiopidae) e Aceria zeala (Keifer) (Acari: Eriophyidae),
sendo a primeira espécie a mais abundante. Ndo foram encontradas espécies de acaros
predadores. A abundancia de adultos de C. tricholaenae em folhas de milho totalizou 2403,
sendo que 563 em folhas de milho de cultivar ndo Bz, 1840 individuos em folhas de milho Bt
(CrylAb (30F35 Yg) 582 individuos, CrylF (30F35 Hx) 584 individuos e Vip3a (Impacto
Viptera) 674 individuos). As maiores abundancias populacionais de 4caros ocorreram nos

meses de agosto e setembro, apos 60 dias de experimento, periodo de estiagem.
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Os cultivares de milho Bt (CrylAb (30F35 Yg) e CrylF (30F35 Hx) Vip3a (Impacto
Viptera) ndo afetaram o nimero médio de acaros C. tricholaenae em relagdo a cultivar
convencional (30F35) (g.1.= 3; F= 0,36; p= 0,78). Este resultado sugere que a Proteina Cry,
presente nas plantas milho Bt, ndo afetou a abundancia de C. tricholaenae. O fator tempo

afetou a abundéncia de C. tricholaenae (g.1.=7; F=50,3; p<0,01) (Fig 1).
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Figura 1. Numero médio (+ erro padrdo) de acaros Catarhinus tricholaenae em milho
convencional (30F35) e em milho Bt CrylAb (30F35 Yg), CrylF (30F35 Hx) e Vip3a

(Impacto Viptera). Sete Lagoas, MG. 2013.

Os cultivares de milho Bt expressando CrylAb (30F35 Yg), CrylF (30F35 Hx) e
Vip3a (Impacto Viptera) também ndo afetaram o numero médio de acaros Aceria zeala em
relagdo a cultivar convencional (30F35) (g.l.= 3; F=1,12; p= 0,39), como foi observado para
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C. tricholaenae. O fator tempo afetou a abundancia de 4. zeala (g.l.= 7; F= 28,0; p<0,01).
Este resultado demonstra que a Proteina Cry, presente nas variedades de milho Bz, também
ndo afetou a abundancia de 4. zeala (Fig 2). Foram coletados 93 individuos adultos de A.
zeala, sendo que 23 individuos foram encontrados em folhas de milho de cultivar ndo Bt, 70
individuos em folhas de milho Bt CrylAb (30F35 Yg) 19 individuos, CrylF (30F35 Hx) 21

individuos e Vip3a (Impacto Viptera) 30 individuos.
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Figura 2. Numero médio (+ erro padrdo) de acaros Aceria zeala em milho convencional
(30F35) e em milho Bt CrylAb (30F35 Yg), CrylF (30F35 Hx) e Vip3a (Impacto Viptera).

Sete Lagoas, MG. 2013.

Apesar de ndo terem afetado a abundancia de C. tricholaenae e de A. zeala, as
cultivares de milho Bt CrylAb (30F35 Yg), CrylF (30F35 Hx) e Vip3a (Impacto Viptera)
apresentaram menor niumero médio de injurias provocadas por insetos mastigadores em

relacdo a cultivar convencional (30F35). Isto demonstra que a Proteina Cry, presente nas
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plantas milho Bt, apesar de ndo afetar a abundancia de acaros fitofagos, afetou negativamente
a abundancia de insetos mastigadores (Fig 3), como esperado. Este resultado demonstra ainda
que a fonte de variacdo, imposta no experimento em relacdo ao controle, foi significativa

sobre os grupos de fitofagos mastigadores que tiveram sua atividade alimentar reduzida.
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Figura 3. Numero médio (+ erro padrdo) de injurias provocadas por lepidopteros em milho

convencional (30F35) e em milho Bt CrylAb (30F35 Yg), CrylF (30F35 Hx) e Vip3a

(Impacto Viptera). Sete Lagoas, MG. 2013.
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milho Bt [(30F35 Hx, B); (30F35 Yg, C); e Impacto Viptera, D)]. Sete Lagoas, MG. 2013.

mastigadores (e.g. lepidopteros) e o nimero médio de acaros C. tricholaenae. Os valores de F
[(A:F=0,74);(B:F=0,38);(C:F=1,11);(D:F=1,11)] e P [(A:P=0,12); (B:P=0,89); (C:P=0,33);

(D:P=0,33)] das analises de variancia das regressoes lineares simples foram ndo significativos

(Fig 4), indicando a inexisténcia de relagdo entre as variaveis estudadas.

Nao foi observada relagdo entre o nimero médio de injurias provocado por insetos
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Discussao

Foram encontradas, associadas as plantas de milho, duas espécies de acaros fitofagos,
Catarhinus tricholaenae e Aceria zeala. O nimero médio de individuos de C. tricholaenae
coletados no campo ndo diferiu estatisticamente entre as variedades de milho Bt CrylAb
(30F35 Yg), CrylF (30F35 Hx) e Vip3a (Impacto Viptera) e a variedade ndo Br 30F35
Convencional. Este resultado demonstra que a Proteina Cry ndo afetou a dinamica
populacional C. tricholaenae sendo especifica para defesa contra lepidopteros. Fadini et al
(2012) encontram que as médias populacionais de C. tricholaenae na cultivar que expressa a
Proteina CrylAb foram menores quando comparadas as demais cultivares avaliadas. Este
resultado foi inesperado, devido a especificidade da Proteina Cry para o controle de lagartas,
esperando um efeito semelhante das variedades sobre a abundancia de acaros.

As cultivares de milho Bt CrylAb (30F35 Yg), CrylF (30F35 Hx) e Vip3a (Impacto
Viptera) também ndo afetaram a abundancia de 4. zeala, de forma semelhante ao encontrado
para C. tricholaenae. Este resultado pode ser devido a especificidade da Proteina Cry contra
insetos mastigadores, onde a Proteina Cry se liga a receptores especificos na superficie celular
no epitélio do intestino médio dos insetos. A ligagdo da proteina com receptores no intestino
médio do inseto leva a formacdo de poros nas membranas causando lise do intestino e,
consequentemente, a morte dos insetos (Glare & O’Callaghan 2000). Este fato sugere que os
acaros fitofagos ndo apresentam receptores especificos para a Proteina Cry, ao se alimentarem
diretamente da planta a Proteina Cry ndo afeta a abundéancia dos 4caros.

As médias do nimero de acaros estimadas em cada data de amostragem em area total,
para folha, mostraram maior densidade populacional do acaro C. tricholaenae e ocorreram
nos meses de agosto e setembro. Essas ocorréncias podem estar associada a baixa precipitagdo

neste periodo, Estes resultados corroboram com Moraes & Flechtmann (2008), que afirmam
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que a comunidade de acaros fitofagos relaciona-se a periodos quentes e secos, pois em
condi¢des de baixa umidade relativa do ar, os acaros tém atividade alimentar intensificada,
pois precisam ingerir maior quantidade de liquido para compensar a perda de agua,
favorecendo o crescimento populacional.

As cultivares de milho Bt CrylAb (30F35 Yg), CrylF (30F35 Hx) e Vip3a (Impacto
Viptera) apresentaram menor numero médio de injurias provocadas por insetos mastigadores
comparados com a cultivar convencional (30F35). Este resultado demonstra que a Proteina
Cry que expressa nas plantas de milho Bz, afeta negativamente a abundancia de insetos
mastigadores devido a sua seletividade, reduzindo danos causados a planta com sua
alimentagcdo. Os resultados desse estudo também indicaram que ndo houve impacto
significativo do milho Bt nas duas espécies ndo-alvo coletadas.

Tais resultados corroboram com pesquisas sobre o efeito de plantas GM em
organismos nao alvo, ao se avaliar a abundéncia de espécies de organismos ndo alvos a
tecnologia Bt, para o controle de pragas como lagartas. O numero médio de injlrias
provocado por mastigadores ndo teve relagdo com o nimero médio de acaros C. tricholaenae,
a fenologia da planta ndo afetou a abundancia de 4caros encontrados. Fato demonstra que
acaros fitofagos ndo sdo susceptiveis a Proteina Cry, quando comparado com os resultados,
onde as variedades de milho B¢ afetaram o niimero de injurias causadas por mastigadores.
Embora Fadini et a/ (2012) observaram que a fenologia da planta afetou a abundancia de
acaros C. tricholaenae, pelo fato de as plantas maiores terem suportado maior niimero de
acaros até o estagio de senescéncia, no qual a qualidade dos recursos alimentares para os
acaros ¢ reduzida.

Este estudo teve como hipdtese testar o efeito das cultivares Bt sobre avaliacdo do

crescimento populacional de acaros fitéfagos no campo, visto que sdo escassos trabalhos do
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efeito da Proteina Cry sobre organismos nao alvos. Hipotese do efeito da Proteina Cry para
crescimento populacional de acaros fitofagos em ambiente controlado devera ser realizado
para fornecer informagdes de como esse tipo de defesa de plantas age sobre acaros fitofagos.
Assim, a defesa da planta, conferida pelas Proteinas Cry do milho Bz, ndo afeta a abundancia

de acaros fitofagos na cultura.
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Resumo

O desenvolvimento de acaro fitofago ¢ influenciado pela espécie de planta utilizada como
hospedeira. Assim, a planta hospedeira pode afetar a escolha de fémeas do acaro fitofago
Tetranychus urticae por sitios de alimentacdo. Isto ¢, o local o qual a fémea adulta opta
sobreviver e depositar seus ovos sobre a planta hospedeira. Objetivo-se avaliar a taxa
instantanea de crescimento (ri) e a preferéncia alimentar de 7. urticae sobre faces de
cultivares de milho Bt e ndo Bt. Testou-se a hipotese nula de que 7. urticae nao apresentaria
diferenca na taxa instantanea de crescimento e a preferéncia alimentar entre cultivares de
milho Bt e isogénicos ndo Bt. Para avaliar (ri), foram cortados 30 discos de folhas de 3 cm de
diametro, obtidos da parte central de folhas medianas de cultivares de milho B¢ (30F35 Hx,
30F35 Yg e Impacto Viptera) e ndo Bt de 30F35, e inseridos cinco fémeas de T. urticae. Para
testar a preferéncia alimentar foram cortados 30 discos de folhas de 3 cm de diametro de faces
foliares de cultivares de milho Bf e ndo Bf (Impacto Viptera vs 30F35; 30F35 HX vs 30F35;
30F35 YG vs 30F35) unidas por fita adesiva na face abaxial. A taxa instantinea de
crescimento populacional (ri) para T. urticae ndo diferiu quando fémeas foram mantidas sobre
discos de foliares das cultivares de milho Bt e ndo Bt. Fémeas de 7. urticae ndo apresentaram
preferéncia entre as faces foliares das cultivares 30F35 Hx vs 30F35; 30F35 Yg vs 30F35 e
Impacto Viptera vs 30F35, as 24 horas apods a liberacdo, quanto as 48 horas de observagdo
apos a liberacdo. A similaridade na taxa instantanea de crescimento e na preferéncia alimentar
entre as faces de milho Bt e ndo Bt sugere que a Proteina Cry ndo afeta a taxa instantanea de

crescimento e a preferéncia alimentar de 7. urticae.

Palavra Chave: Acaro fitofago, transgenia, preferéncia alimentar, Proteina Bt, escolha
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Abstract

The development of phytophagous mites is influenced by the plant species used as host. Thus,
the host plant may affect the choice of the phytophagous mite Tetranychus urticae females
feeding site choices i.e., the place which the adult female chooses survive and lay eggs on the
host plant. The objective was to evaluate the instantaneous growth rate (ir) and feeding
preferences of 7. urticae on surfaces of Bt and non-Bf maize cultivars. We tested the null
hypothesis that 7. urticae does not present difference in instantaneous growth rate and food
preference between Bt maize cultivars and isogenic non-Bt. To evaluate (ir), 30 leaf discs of 3
cm in diameter, obtained from the central part of middle leaves of Bt maize cultivars (30F35
Hx, 30F35 Yg and Impacto Viptera) and non-B¢ 30F35, were cut and five 7. urticae female
were inserted. To test food preference 30 disks of 3 cm diameter were cut from leaf surfaces
of maize cultivars Bt and non-Bt (Impacto Viptera vs 30F35; 30F35 HX vs 30F35; 30F35 YG
vs 30F35) joined by adhesie tape on the abaxial face. The instantaneous population growth
rate (ir) of 7. wurticae did not differ when females were maintained on leaf discs of maize
cultivars Bt and non-Bt. T. urticae females showed no preference between the leaf surfaces of
cultivars 30F35 Hx vs 30F35; 30F35 Yg vs 30F35 e Impacto Viptera vs 30F35 at 24 hours
after release, regarding the 48-hour observation period after release. The similarity in the
instantaneous growth rate and food preference between the surfaces of B¢ and non-Bt maize
suggests that the Cry Protein does not affect the instantaneous growth rate and food

preference for 7. urticae.

Keywords: phytophagous mite, transgenics, instantaneous growth rate, Bt protein, choice
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Introducao

Os genes de diferentes subespécies de Bacillus Thuringiensis (Btf) Berliner que
codificam Proteinas cristal (Cry) foram incorporados a varias plantas cultivadas para
desenvolver novas variedades que sdo total ou parcialmente resistentes a pragas especificas,
entre essas plantas Bt, o mais popular ¢ o milho transgénico levando o gene crylAb de B.
thuringiensis para o controle de lepidopteros (Koziel et al 1993). Os potenciais efeitos das
plantas transgénicas sobre meio ambiente e, especificamente, sobre os organismos ndo-alvo, ¢
tema de grande preocupagdo. Esta avaliagdo tornou-se obrigatoria na maioria dos paises onde
ha utilizagdo de culturas geneticamente modificadas na agricultura (Romeis & Meissle 2011).

A qualidade da planta hospedeira pode afetar parametros biologicos e
comportamentais dos fitofagos, especificamente, o desenvolvimento do acaro Tetranychus
urticae (Acari: Tetranychidae) pode ser afetado pela planta hospedeira, assim como pode
ocorrer variacdo intraespecifica em fungdo dos diferentes genotipos utilizados nos cultivos
comerciais (Krips et al 1998, Greco et al 2006, Van Den Boom et a/ 2003). Existem estudos
que comparam o desenvolvimento de 7. urticae em espécies e cultivares de plantas de
importancia econdomica, como em algodoeiro Gossypium hirsutum (Silva et al 1985, Esteves
Filho et al 2010), morangueiro Fragaria x ananassa (Lourencdo et al 2000), tomateiro
Lycopersicon spp. (Maruyama et al 2002) e gérbera Gérbera jamesonii (Silva et al 2009).

Em condic¢des controladas ou mesmo em campo os trabalhos realizados até 0 momento
ndo avaliaram os possiveis efeitos sub-letais das Proteinas Cry ao longo de geracdes ou
indiretos, através da planta e comportamentais, na biologia e comportamento de 7. urticae
(Hoy et al 1998). O efeito da Proteina Bf em plantas transgénicas sobre acaros somente foi

estudada usando a variedade transgénica do milho Bt expressando CrylAb proteina ativa para
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lepiddpteros (Dutton et al 2002, Lozzia et al 2000). Ambos concluiram que ha efeitos de
milho Bt em T. urticae. Embora Dutton et al (2002), tenha observado uma diminui¢do na taxa
de crescimento de dacaros criados no milho Bz No entanto, as plantas transgénicas
expressando Proteinas Cry, podem ter adversos efeitos sobre os inimigos naturais dos acaros,
T. urticae alimentando-se de milho B¢ foram encontrados grandes quantidades de Proteina
Cryl1Ab (Dutton et a/ 2002, Head et al 2001, Raps et al 2001). Esses estudos sdo importantes
para a confeccdo de tabelas de vida e fertilidade que agregam informagdes sobre pardmetros
reprodutivos e de mortalidade, permitindo a compreensdo da dindmica populacional de
determinadas espécies de insetos ou acaros (Silveira Neto et al 1976).

As informacgdes existentes na literatura sobre a interagdo da Proteina Cry em acaros
fitofagos sdo escassas e necessarias. Assim, o presente trabalho objetivou avaliar se a
exposi¢do da Proteina Cry, presente no milho Bt, afeta taxa instantdnea de crescimento

populacional e a preferéncia alimentar do acaro fitofago 7. urticae.

Material e Métodos

A pesquisa foi conduzida em estufa incubadora do tipo BOD, a temperatura de 25 +
1°C, umidade relativa de 70 = 10% e fotofase de 12h. A preferéncia alimentar e taxa
instantanea de crescimento de fémeas adultas de acaro fitofago 7. urticae foram avaliadas em
quatro cultivares de milho, uma nao Bt 30F35, e trés contendo a Proteinas Cry 1F, (30F35

Hx), Cry 1Ab (30F35 Yg) e Vip3a (Impacto Viptera).

Criacao de T. urticae. Os acaros foram coletados em plantas de sorgo (Sorghum bicolor L.)
cultivadas em vasos plasticos de 5L, contendo solo arenoso e mantidos em casa-de-vegetacao.

Os acaros também foram criados em laboratorio, em folhas milho ndo transgénico em copos
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plasticos com agua. Apesar do acaro 7. urticae ndo ser uma praga-chave na cultura do milho,

esta espécie foi utilizada como modelo biologico para testar a hipdteses do trabalho.

Taxa Instantanea de Crescimento de 7. urticae. Foram utilizados discos de folhas de 3 cm
de diametro, obtidos da parte central de folhas medianas do milho B? e ndo-Bz. Os discos
foram recortados e colocados, individualmente, com a face abaxial (inferior) voltada para
cima em placas de Petri de 3 cm de didmetro, no interior da placa foi inserido um pedaco de
algodao embebido em agua para manter a folha timida e evitar a fuga dos acaros. Na porcao
mediana da folha foram liberadas, com auxilio de pincel, cinco fémeas fecundadas de T.
urticae, obtidas da criagdo e mantidos em incubadora BOD. Ap6s 96 h avaliaram-se o numero
de fémeas e o numero de ovos depositados em cada disco. Foram utilizados os quatro
tratamentos de variedade de Bt vs nao Bt: Bt (30F35 Hx), Cry 1Ab (30F35 Yg) ¢ Vip3a
(Impacto Viptera) e ndo-Bt 30F35 em 30 repeti¢des (150 fémeas por tratamento).

O efeito das cultivares sobre a biologia de 7. urticae foi avaliado pela taxa instantanea

de crescimento populacional (ri) com a equacdo abaixo (Stark et al 1997):

ri = In(Nf/NO)/t

Onde NO ¢ o numero inicial de individuos na populagdo teste e Nf é o niumero final de
individuos (contando ovos e formas imaturas) na populagdo ao final do intervalo de tempo, t.
Valores positivos de ri indicam que a populagdo estd em crescimento, valores de ri igual a
zero indica que a populagdo estd estavel e valores negativos de ri indicam declinio da

populacdo (Stark et al 1997).
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Preferéncia alimentar de 7. urticae. Foram utilizados discos de folhas de 3 cm de didmetro,
obtidos da parte central de folhas medianas do milho uma nao Bt 30F35, e trés contendo a
Proteinas Cry 1F, (30F35 Hx), Cry 1Ab (30F35 Yg) e Vip3a (Impacto Viptera). Os discos
foram recortados e conectados por meio de fita plastica adesiva, com as faces Bt e ndo Bt
adjacentes, de forma que, tanto a face Bf quanto a face ndo Bf estavam presentes em ambos 0s
lados do disco. Os discos foram colocados individualmente com a face abaxial (inferior)
voltada para cima, em placas de Petri de 3 cm de didmetro, sobre um pedaco de algoddo
embebido em agua para de manter a folha umida. Na por¢do mediana da fita plastica adesiva
foi liberada, com auxilio de pincel, uma fémea fecundada de 7. urticae proveniente da criagdo
e mantidos em incubadora BOD. Apds 24h e 48h avaliou-se o a preferéncia alimentar e
namero de ovos depositados em cada disco. Foram utilizados trés tratamentos B¢ vs ndo-Bt
(Impacto Viptera (transgénica) x 30F35 Convencional, 30F35 HX (transgénica) x 30F35
Convencional e 30F35 YG (transgénica) x 30F35 Convencional) em 30 repeti¢des (30 fémeas
por tratamento). Os resultados foram avaliados por analise de variancia e pelo teste qui-
quadrado com p<0,05 (Crawley 2007) utilizando-se o pacote estatistico R (R Development

Core Team, 2011).

Resultados

A taxa instantinea de crescimento populacional (ri) para 7. urticae ndo diferiu quando
fémeas foram mantidas sobre discos de folhas das variedades de milho convencional (30F35)
e Bt (30F35 Hx, 30F35 Yg e Impacto Viptera) (g.l.= 116; F= 1,32; p=0,27, Fig 1). Este
resultado demonstra que a Proteina Cry, presente nas cultivares de milho B?, ndo afetou a taxa

de crescimento populacional do acaro fitoéfago T. urticae.
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Figura 1. Taxa instantanea de crescimento populacional (ri) de Tetranychus urticae sobre
discos de folhas de milho convencional (30F35) e em milho B¢ (30F35 Hx, 30F35 Yg e

Impacto Viptera).

A preferéncia do acaro fitofago 7. urticae por faces foliares para alimentacdo e
oviposi¢do ndo foi afetada pelas variedades de milho B¢ (30F35 Hx, 30F35 Yg e Impacto
Viptera) quando comparada a 30F35 Convencional: 30F35 Hx vs 30F35 (g.1.=16; x*= 0,53;
p=0,47); 30F35 Yg vs 30F35 (g.1.=16; ¥*=0,25; p= 0,65) e Impacto Viptera vs 30F35 (g.l.=

17; x*= 0,00; p= 1) apds 24 horas da liberagdo das fémeas (Fig 2).
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Figura 2. Preferéncia alimentar de acaros fitofagos Tetranychus urticae para as variedades de
milho (30F35 convencional, 30F35 Hx, 30F35 Yg, Impacto Viptera) apds 24 horas de

experimento.

Ap6s 48 horas da liberagdo das fémeas do acaro fitofago 7. urticae nas faces foliares
para a preferéncia dos acaros, ndo foi afetada pelas variedades de milho Bz (30F35 Hx, 30F35
Yg e Impacto Viptera) vs 30F35, 30 F35 Hx vs 30F35 (g.1.=21; y>= 0,05; p=0,83); 30F35 Yg
vs 30F35 (g.1.= 19; ¥?>= 0,05; p= 0,82) e Impacto Viptera vs 30F35 (g.l.= 18; y>= 0,22; p=
0,62) (Fig 3). Estes resultados demonstram que a Proteina Cry, presente nas variedades de

milho Bt, ndo afetou o forrageamento de 7. urticae por faces foliares de milho.
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Figura 3. Proporcdo de individuos de Tetranychus urticae que escolheram face abaxial de
folhas de milho convencional (30F35) e em milho Bf (30F35 Hx, 30F35 Yg e Impacto

Viptera), apos 48 horas de liberacao.

Ap6s 24h, 52 individuos de T. urticae foram recuperados sobre os discos foliares e
foram recuperados 58 individuos de T.urticae apdés 48h de experimento. Os individuos
restantes estavam sobre a agua e¢ ndo foram incluidos no célculo da preferéncia. Apesar da

perda, o numero de individuos registrado sobre de preferéncia alimentar foi satisfatorio.
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Discussao

Nao houve diferenca significativa na taxa instantnea de crescimento (ri) para fémea de
acaros 7. urticae mantidas em discos de folhas das variedades de milho Bt e ndo Bt, ao serem
submetidos no ambiente sem escolha de alimento. Este resultado sugere que a Proteina Cry
presente nas cultivares de milho Bt (30F35 Hx, 30F35 Yg e Impacto Viptera) ndo afeta a taxa
instantanea de crescimento e a preferéncia alimentar de fémeas 7. urticae ao se alimentarem
de plantas de milho Bz. A ndo variacdo na taxa instantdnea de crescimento populacional entre
os tratamentos pode estar relacionada a caracteristicas fisiologicas da planta hospedeira, onde
o valor nutritivo da planta ¢ um fator determinante na escolha dos acaros fitofagos, conferido
por certos compostos secundarios, a Proteina Bf em plantas de milho poderia promover
mudangas em compostos secundarios das plantas, e dessa forma a diferenga da composigdo
dos compostos secundarios, poderiam alterar a atratividade das plantas. Entretanto esses
possiveis efeitos ndo foram observados nesse estudo.

Awmack & Leather (2002) sugerem que a qualidade da planta hospedeira ¢ fator
determinante para o desempenho de um fitéfago, pois € sabido que alteracdes na fisiologia e
bioquimica da planta afetam diretamente a fecundidade desses fitofagos. Estes autores
demonstraram que a Proteina Cry, presente nas plantas Bf, ndo afetou o crescimento
populacional de acaros 7. urticae.

Nos testes de preferéncia alimentar, ndo houve diferenca nas combinagdes de livre
escolha dos acaros T. urticae entre as variedades 30F35 Hx vs 30F35, 30F35 Yg vs 30F35,
Impacto Viptera vs 30F35. O acaro 7. urticae ndo apresentou preferéncia entre as faces
foliares de Bt e ndo Bt tanto as 24 horas quanto as 48 horas apds a liberacdo. A nao
preferéncia entre as faces foliares das cultivares Bf e nao Bt de milho sugere que a presenca

das Proteinas Cry nas plantas também ndo afeta a escolha de sitios de alimentagdo por T.
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urticae. Ou seja, a variedade de milho ndo afetou forrageamento do acaro 7. urticae por faces
foliares.

A Proteina Cry produzida pelo milho Bt ndo afetou a escolha por alimentos pelos
acaros 7. urticae. Semelhante aos nossos estudos, Carter et al (2004), Rovenska et al (2005),
Obrist et al (2006), demonstraram que esses organismos geralmente ndo sdo afetados, pela
exposicdo a proteina. Estudos anteriores com CrylAb para o controle de lepidopteros as
variedades de milho ndo revelaram qualquer efeito da Proteina Cry em 7. urticae (Dutton et al
2002).

Estudos sobre as Proteinas Cry presentes em plantas transgénicas sobre acaros
(fitofagos ndo-alvo) ainda sdo incipientes (Carter et al 2004, Rovenska et al 2005, Obrist et al
2006), mas demonstraram que esses organismos geralmente ndo sdo afetados, apesar da
grande exposi¢do via aquisicdo e acuimulo da proteina em seu corpo como encontrado neste
estudo. Acaros, aparentemente, ndo sdo susceptiveis as bactérias de modo geral (Van Der Geest
et al 2000). Estudo sugere que 7. urticae ndo possui receptores especificos para a Proteina
Cry. Dutton ef al (2003) a auséncia do efeito do milho B? sobre dcaros também foi observado.
Este fato ¢ devido a ligacdo da Proteina Cry a receptores especificos presente na membrana do
intestino médio de pragas mastigadores.

Li & Romeis (2010), avaliaram o efeito de cultivares de milho que expressavam a
Proteina inseticida Cry3Bbl1 sobre parametros da historia de vida de 7. urticae. Encontrou-se
que o desenvolvimento da fase imatura e a reproducdo de 7. urticae ndo foram afetados pela
alimentacdo sobre plantas GM. Os resultados desse estudo também indicaram que ndo houve
efeito significativo do milho Bt em espécies acaros fitofagos, desta forma podemos descartar o
possivel efeito direto do milho Bz (30F35 Hx, 30F35 Yg e Impacto Viptera) assimilada pelo 7.

urticae.
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Varios estudos foram conduzidos para determinar os possiveis efeitos de plantas Bt
nas intera¢des entre insetos predadores e herbivoros presas (Dutton et al 2002, Ponsard et al
2002), porém, poucos estudos com plantas Bf foram conduzidos com 4caros predadores e
acaros fitofagos (Rovenska et al 2005, Obrist et al 2006).

Esses resultados demonstram que estudos de casos especificos devem ser conduzidos
para melhor elucidar o efeito das Proteinas Cry sobre a biologia e comportamento de acaros
fitofagos. Existe a hipotese da interacdo planta-fitofago-predador, onde as plantas de milho Bt
previamente infestadas por dacaros fitéfagos fossem capazes de alterar a preferéncia,
desenvolvimento e a fecundidade do predador. Outra hipotese de que plantas que sofreram
infestacdo por acaros fitofagos sdo capazes de responder as injurias com maior rapidez e
podendo atrair inimigos naturais resultando assim uma defesa da planta contra fitéfagos.

Assim, a Proteina Cry, presente nas cultivares de milho Bz, ndo afeta a taxa instantanea

de crescimento e a preferéncia alimentar de 7. urticae.
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CONCLUSOES GERAIS

A cultura do milho tem grande importancia econdmica no Brasil, e no atual contexto
agricola, onde a utilizacdo de cultivares de milho geneticamente modificado resistente a
insetos-pragas vem sendo cada vez mais utilizados por agricultores. O estudo de organismos
ndo-alvo, como acaros fitéfagos, pode fornecer informacdes sobre os impactos dessa
tecnologia. Assim, este trabalho permitiu verificar o efeito de cultivares de milho Bt, sobre a
abundéncia, preferéncia e a taxa instantdnea de crescimento de &caros fitofagos como
organismo nao-alvo da Proteina Cry.

A Proteina Cry presente no milho geneticamente modificado, ndo apresenta efeito
sobre 4caros fitofagos, ndo afeta a abundancia de acaros no campo, como também nao afeta a
preferéncia e a taxa instantidnea de crescimento com acaros fitofagos em laboratorio expostos
a Proteina Cry. Assim, este estudo corrobora com o conhecimento sobre plantas
geneticamente modificados e sua acdo em organismos nao-alvo. Entretanto, outros estudos
devem ser realizados para esclarecer os mecanismos que nao causam efeitos da Proteina Cry

sobre acaros fitofagos no milho Bt.
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