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1.INTRODUCAO GERAL

O Brasil é o terceiro maior produtor de milho do mundo, com 56.337 mil toneladas do
grdo. Seu cultivo é realizado em quase todas as regides produtoras do pais, tanto em pequenas
propriedades onde é produzido de forma quase artesanal em carater de subsisténcia, até
grandes propriedades onde se emprega o0 uso de alta tecnologia, obtendo grande
produtividade, sendo seu produto destinado principalmente para a agroinddstria e exportacéo.

Ocupando posi¢éo de destaque na producdo mundial de milho, o Brasil apresenta um
rendimento muito abaixo dos dois primeiros colocados, Estados Unidos e China. Dentre os
fatores responsaveis por esse baixo rendimento incluem-se 0s insetos praga, que sao
responsaveis por grandes perdas na producdo nacional causando limitacdo na producdo do

milho.

Uma das alternativas para o controle de algumas pragas existentes na cultura € a
utilizacdo de plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos, que possuem acéo
inseticida. A maioria destas plantas resistentes a insetos expressa genes derivados da bactéria
Bacillus thuringiensis (Berliner), uma bactéria cosmopolita, encontrada em varios substratos
como solo, agua, superficie de plantas, insetos mortos, teias de aranha e grdos armazenados,

de conhecida acéo inseticida.

A primeira geracdo de culturas geneticamente modificadas resistente a insetos
expressava proteinas Cry simples (CrylA) com especifica atividade contra lepidopteros. Para
ampliar o espectro de protecéo e atrasar a evolugdo da resisténcia das pragas as toxinas de B.
thuringiensis, outras toxinas, como CrylF, Cry2A foram adicionados a lista de caracteristicas

comercializadas conferindo maior protecéo ao cultivo.

Os cultivos geneticamente modificados resistentes a insetos ndo s6 fornecem uma
alternativa eficaz para o controle de insetos pragas, mas também proporcionam beneficios
sociais, ambientais e econdmicos, tais como a reducdo do uso de inseticidas quimicos,
beneficiando o ambiente e a saude humana. Apesar dos evidentes beneficios, como acontece
com qualquer nova tecnologia, existe dividas sobre os potenciais riscos que as plantas
transgénicas podem ter sobre o meio ambiente. Uma das principais preocupagdes ecoldgicas,
guanto ao risco ambiental desta tecnologia, sdo seus potenciais efeitos sobre organismos nao-

alvo existentes na cultura.



Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito dos gendtipos de milho
geneticamente modificado (Yieldgard® e VTPRO®) sobre os artropodes de solo associados ao

cultivo em comparacdo com um hibrido convencional.

Esta dissertagdo foi dividida em dois capitulos; o primeiro capitulo foi composto por
uma Revisdo de Literatura sobre o cultivo de milho transgénico resistente a insetos e seus
potenciais efeitos sobre os insetos ndo-alvo da tecnologia. O segundo capitulo foi composto
pelo artigo cientifico intitulado: “Avaliacdo da comunidade de artropodes de solo em milho
geneticamente modificado MON 810 (Cry 1Ab) e MON 89034 (Cry1A.105 + Cry2Ab2)”. O
objetivo deste artigo foi analisar o efeito dos gen6tipos de milho geneticamente modificado
Yieldgard® e VTPRO® sobre os artrépodes de solo associados ao cultivo em comparagdo com
um hibrido convencional, utilizando-se de armadilhas do tipo “pitfall” para a amostragem dos

insetos.



2.CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

2.1.Cultivo do milho

O milho (Zea mays L.) é uma das fontes mais importantes de alimentos no mundo e
matéria-prima bésica para a producdo de diversos outros tipos de alimento. E o terceiro cereal
mais cultivado no mundo, superado pelo trigo e arroz. Devido a sua multiplicidade de
aplicacdes na alimentacdo humana ou animal, ele desempenha um importante papel social e
econbmico, sendo matéria-prima impulsionadora de diversificados complexos agro-industriais
(GUIMARAES et al., 2005).

Com o aumento da demanda mundial nos ultimos anos, impulsionada pelo
crescimento econdmico dos paises asiaticos e a utilizacdo do milho nos Estados Unidos para a

producdo de etanol, a producéo brasileira tem aumentado a cada ano.

O Brasil apresentou na safra 2010/11 uma &rea total cultivada de aproximadamente
13.600 mil hectares, com producéo de 56.337,4 mil toneladas (CONAB, 2011). Desde 2001 o
Brasil destaca-se como importante produtor de milho, ocupando em 2010 a terceira posi¢cao

na producdo mundial da cultura (FAO, 2012).

Apesar de ser o terceiro maior produtor de milho do mundo, o Brasil apresenta um
rendimento muito abaixo dos dois primeiros colocados. A baixa produtividade do milho no
Brasil em relacdo aos Estados Unidos e China, devido ao ataque de insetos-praga e somados
aos problemas logisticos, sdo responsaveis pelas perdas na producdo nacional. Fernandes et
al. (2003) relataram perdas de até 38,7% da producdo promovidas por Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith).

Para tanto uma das alternativas para 0 manejo desse e de outros lepidopteros praga da
cultura é a utilizacdo de plantas geneticamente modificadas. Estas possuem acdo inseticida,
pois produzem proteinas de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) conferindo a planta uma

condicao de resisténcia a algumas espécies de lepidopteros (BETZ et al., 2000).

2.2.Plantas geneticamente modificadas resistentes/tolerantes a insetos

O melhoramento genético contribuiu com o sistema agricola com a producdo de

cultivares mais adequados as condicOes tropicais. Assim como melhorias na producdo e



resisténcia a patdgenos e a insetos, usando o melhoramento cléssico. Entretanto, o
melhoramento genético atual também utiliza técnicas de engenharia genética (KENNEDY,
2008).

A engenharia genética desenvolveu técnicas que permitiram o desenvolvimento das
plantas geneticamente modificadas. O Brasil encontra-se na segunda posi¢cdo em termos de
area cultivada, com 30 milhdes de hectares plantados. Sendo a soja, 0 milho, o algod&o e a
canola as principais culturas. A &rea de milho geneticamente modificado no mundo chega
préximo aos 51 milhdes de hectares (JAMES, 2011). Em 2011 a area mundial cultivada com
plantas geneticamente modificadas foi de 160 milhGes de hectares, com um crescimento de

8% em relacéo ao ano anterior.

As plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos expressam genes derivados
da bacteéria B. thuringiensis, mas existem também as que expressam lectinas, inibidores de a-
amilase, inibidores de proteinases, proteinas inseticidas vegetais, quitinases, peroxidases,
entre outras (CAROZZI E KOZIEL, 1997). A primeira geracdo de culturas trangénicas
expressava proteinas Cry simples (CrylA) com especifica atividade contra lepiddpteros. Para
ampliar o espectro de protecdo e atrasar a evolucdo da resisténcia das pragas ao Bt, outras
toxinas Bt, tais como CrylF, Cry2A foram adicionados a lista de -caracteristicas
comercializadas (MALONE, 2008).

B. thuringiensis € uma bactéria cosmopolita (KRYWUNCZYK E FAST, 1980), ocorre
no solo, &gua, superficie de plantas, insetos mortos, teias de aranha e grdos armazenados
(BRAVO et al., 1998). E uma bactéria gram-positiva e aerdbica, podendo facultativamente
crescer em anaerobiose, dentro da faixa de 10 a 40°C. A atividade entomopatogénica desta
bactéria se deve a presenca de inclusdes protéicas cristalinas, produzidas durante a fase de
esporulacdo. Esses cristais compostos por proteinas denominadas endotoxinas ou proteinas
cristal, apresentam acdo altamente especifica e toxica para larvas de insetos das ordens
Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (BRAVO et al., 1998; MONNERAT E BRAVO, 2000).

Os cristais produzidos por B. thuringiensis ao serem ingeridos por larvas de insetos
suscetiveis sdo solubilizados no intestino médio, liberando uma ou mais proteinas chamadas
de proteinas Cry ou endotoxinas. O meséntero das larvas dos insetos-alvo apresenta pH
elevado, em torno de 9,5, promovendo a dissolu¢do da maioria das pré-toxinas da bactéria,
provocando lesdes no epitélio intestinal dos insetos, iniciando o processo de destruicdo

tecidual, a toxicidade causa paralisia muscular e morte do inseto (BOBROWSKI et al., 2003).



Os cultivos geneticamente modificados resistente a insetos sdo eficazes para o controle
de insetos (WU et al., 2008), e proporcionam beneficios sociais, ambientais e econémicos
(WANG, 2007; CHOUDHARY & GAUR, 2010; HUANG et al., 2010; HUTCHINSON et
al., 2010; TABASHNIK, 2010).

A biotecnologia para o controle de insetos praga apresenta evidentes beneficios,
mesmo assim gera duvidas sobre os potenciais riscos que as plantas transgénicas podem
oferecer ao ambiente. Uma das principais preocupacoes ecoldgicas, quanto ao risco ambiental
das plantas geneticamente modificadas resistente/tolerante a insetos sdo seus potenciais
efeitos sobre organismos ndo-alvo existentes nas culturas (ROMEIS et al., 2008).

Desta forma, muitos estudos tém monitorado o possivel impacto das culturas
transgénicas resistentes a insetos sobre organismos ndo-alvo, inimigos naturais, polinizadores,
microorganismos e mamiferos, como relatado por Yu, Li & Wu (2011). Para garantir que 0s
cultivos transgénicos sejam ambientalmente seguros em longo prazo, exames desta tatica de
manejo de pragas devem ocorrer como naturalmente ocorrem para outros tipos de manejo
(CANNON, 2000).

2.3.Efeito das plantas geneticamente modificadas sobre a populacéo de insetos

Para que uma planta transgénica seja considerada efetivamente uma tecnologia e possa
integrar-se ao agroecossistema, ha a necessidade de que ela ndo represente risco ambiental e a
salde, condicdo essencial para a comercializacdo da mesma sem restricbes (FONTES &
MELO, 1999). A avaliacdo dos efeitos potenciais dos organismos geneticamente modificados
resistentes a insetos, inclui duas fases, ou seja, avaliacdo de risco pré-comercializacéo, que é
realizada antes da liberacdo e comercializagdo por uma produtora de sementes, e
monitoramento pos-comercializacdo, que € realizada apds a venda e plantio comercial
(SANVIDO et al., 2009).

A aprovacdo para o cultivo comercial de um organismo transgénico baseia-se na
avaliacdo de pré-comercializacdo, onde o0s potenciais efeitos adversos das plantas
geneticamente modificadas (GM) sobre o meio ambiente sdo avaliados caso a caso. Portanto,
uma planta GM, em principio, s é aprovada para lancamento apds esta avaliacdo. No entanto,
somente a avaliacdo pré-comercial ndo sana completamente todas as incertezas (SANVIDO et

al., 2005). Subsequentemente, o monitoramento pds-comercializacdo deve ser realizado para



lidar com as incertezas cientificas inerentes a analise de risco na fase de pré-comercializacdo

antes do lancamento em grande escala da planta GM para o mercado.

Apesar do efeito das plantas geneticamente modificadas sobre organismos ndo-alvo ja
ter sido objeto de vérios estudos, poucos estudos tém avaliado o efeito sobre a biodiversidade
e a comunidade de insetos (LOZZIA, 1999; AMMANN, 2005; DIVELY, 2005).

2.4.Efeito sobre inimigos naturais

O efeito das plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos sobre predadores
e parasitoides tem sido extensamente avaliado, com a maioria dos estudos utilizando

interacdes tritréficas, incluindo plantas, herbivoros e inimigos naturais.

Os possiveis efeitos das plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos nos
inimigos naturais dependem de varios fatores, como, o nivel de resisténcia da planta, a
especificidade da proteina expressa, em quais tecidos esta proteina sera expressa e por quanto
tempo, e 0 manejo da cultura (aplicacdo de inseticidas e herbicidas) (SCHULER, 2000), além
dos efeitos da planta sobre a sua biologia e comportamento.

2.4.1.Predadores

Efeitos adversos na sobrevivéncia das larvas, taxa de consumo e massa corporal de
predadores, s6 foram relatados em estudos onde insetos suscetiveis a Bt eram utilizados como
presas (CHEN et al., 2009; LAWO et al., 2010). Nenhum efeito foi detectado quando insetos
ndo suscetiveis ou mesmo afetados subletalmente, foram utilizados como presas
(DAVIDSON et al., 2006; OBRIST et al., 2006; ZHANG et al., 2006; ALVAREZ-
ALFAGEME et al., 2008; LEWANDOWSKI e GORECKA, 2008; ALVAREZ-ALFAGEME
et al., 2009; MEISSLE & ROMEIS, 2009; GARCIA et al., 2010; LI & ROMEIS, 2010). Da
mesma forma, efeitos negativos ndo foram encontrados quando os predadores foram
alimentados diretamente com tecidos vegetais Bt (por exemplo, o pélen do milho) (FERRY et
al., 2007; LI et al., 2008; DUAN et al., 2008; MEISSLE & ROMEIS, 2009).

A maioria das espécies de predadores sao de vida livre, com grande mobilidade, tanto
na fase larval quanto na adulta, sendo geralmente menos afetados pela reducdo na abundancia
de umas espécie de presa em particular pela sua grande gama de hospedeiros (SCHULER,
1999).



Porém, quando os predadores sdo especialistas sua densidade no local pode ser
afetada, pois quando a sua presa se encontra em baixa densidade, ele se desloca em busca de
outros campos de forrageio, enquanto o predador generalista se alimenta das presas existentes
no local. Riddick et al., (1998) verificaram que Lebia grandis (Hentz), predador especialista,
foi menos abundante que Coleomegilla maculata (De Geer), predador generalista, em campos

contendo somente batata transgénica e em campos com mistura de sementes.

Outros insetos predadores foram examinados em varios estudos. A longevidade de
Geocoris punctipes (Say), Geocoris pallens (Stal), Orius tristicolor (White), Nabis spp, e
Lygus hesperus (Knight), coletados em culturas transgénicas foi avaliada por Armer et al.
(2000) e Ponsard et al. (2002) nao sendo encontrados efeitos negativos.

Além disso, estudos de alimentacdo de predadores com concentracbes elevadas de
proteinas Cry purificadas revelou nenhuma toxicidade direta para Chrysoperla carnea
(Stephen) (LI et al., 2008), Adalia bipunctata (Linnaeus) (ALVAREZ-ALFAGEME et al.,
2011), ou Orius insidiosus (Say) (DUAN et al., 2008).

Estes resultados, juntamente com dados anteriores demonstram que os efeitos
negativos observados, na verdade, eram uma consequéncia da baixa qualidade nutricional da
presa decorrente da ingestdo de toxinas produzidas pelas plantas, e ndo causada por toxicidade
direta (ROMEIS et al., 2006).

2.4.2.Parasitoides

O modo mais Obvio que as plantas geneticamente modificadas podem afetar os
parasitoides € pela baixa densidade de hospedeiros, especialmente quando o hospedeiro € uma

espécie alvo da planta transgénica.

Os parasitoides em suas formas larvais podem ser afetados pela reducdo na qualidade
do hospedeiro, reduzindo a sobrevivéncia larval e a fecundidade do parasitoide, uma vez que
0 hospedeiro tem uma morte prematura. Ja os adultos podem ser afetados ao se alimentarem

de flores, seiva, néctar ou polen da plantas geneticamente modificadas contendo proteinas Bt.

Os efeitos adversos de culturas transgenicas sobre a sobrevivéncia, o desenvolvimento,
e reproducdo de algumas espécies de parasitoides foram observadas quando herbivoros
sensiveis a Bt foram utilizados como hospedeiros em varios estudos (LIU et al., 2005;
VOJTECH et al., 2005; ROMEIS et al., 2006; RAMIREZ-ROMERO et al., 2007; SANDERS



et al., 2007). Da mesma forma, foi confirmado que os efeitos deletérios observado em
parasitoides ocorreram devido a menor qualidade de hospedeiros causada pela ingestdo das
toxinas e ndo a toxicidade direta (DAVIDSON et al., 2006; WANG, 2007; KIM et al., 2008).

Como parasitoides possuem relacdes estreitas com seus hospedeiros, eles sdo mais
propensos que predadores a sofrer impactos negativos das culturas transgenicas (ROMEIS et
al., 2006).

Estudos similares em laboratdrio ou estufas e pesquisas de campo ndo encontraram
efeitos negativos convincentes sobre a densidade populacional, abundancia, riqueza de
espécies e diversidade de inimigos naturais quando algoddo ou milho Bt foram cultivados
(LOPEZ et al., 2005; ROMEIS et al., 2006; CHEN et al., 2009; BALOG et al., 2010).

Naranjo et al. (2005) detectou pequenas alteragcdes na abundancia de algumas espécies
de inimigos naturais que ocorrem no cultivo de milho e algoddo Bt, sendo essas alteracdes
explicadas por mudancas esperadas nas populacées de pragas alvo. Uma meta-analise sugeriu
que ndo houve efeito uniforme em algoddo, milho e batata transgénica nas guildas funcionais
de artrépodes ndo-alvo, por outro lado, os efeitos de inseticidas foram muito maiores que
aqueles de culturas Bt (WOLFENBARGER et al., 2008).

2.4.3.Polinizadores

Polinizadores desempenham um papel funcional importante na maioria dos
ecossistemas terrestres. Como as plantas geneticamente modificadas expressam as proteinas
Bt em todos os tecidos da planta, elas podem ser expressas no polen e néctar das plantas.
Portanto, uma das preocupacdes seria sobre o possivel efeito do pdlen transgénico sobre os

imaturos e adultos dos polinizadores.

Como polinizadoras mais abundantes e difundidas no mundo, as abelhas produtoras de
mel chamaram muita atencdo e foram usadas como indicadores para o0s cultivos Bt nos

estudos de avaliacdo de risco pré-comercializacdo (EPA 2001).

Testes de alimentacdo com pdlen de plantas Bt tém sido realizados em abelhas
produtoras de mel, e nenhum efeito foi observado em sua longevidade, alimentacdo e
comportamento de aprendizagem, bem como, desenvolvimento da glandula hipofaringea e da
comunidade de bactérias intestinais (BAILEY et al., 2005; BABENDREIER et al., 2005; LI1U
et al., 2005; ROSE et al., 2007; HOFS et al., 2008; LIU et al., 2009).



Uma meta-analise de 25 estudos independentes sugeriu que as proteinas Bt usadas nos
transgénicos para controlar lepiddpteros e coledpteros praga ndo afeta negativamente a
sobrevivéncia de larvas ou adultos de abelhas (DUAN et al., 2008).

Rose et al. (2007) e Hofs et al. (2008) ndo detectaram efeito negativo na abundancia,
diversidade, atividade da col6nia e desenvolvimento de abelhas em pesquisas de campo.

2.4.4.Decompositores

A introducdo no solo de toxinas Bt provenientes de plantas transgénicas pode
acontecer, basicamente, de trés maneiras: deposito de pélen durante a antese; exsudatos da
raiz; e por residuos vegetais pos-colheita (HECKMANN et al., 2006; LI et al., 2007;
VAUFLEURY et al., 2007; ZWAHLEN et al., 2007). Como as proteinas expressadas pelas
plantas geneticamente modificadas podem manter-se ativas no solo por um longo periodo de

tempo, o grupo dos decompositores poderia ser afetado pelas toxinas Bt.

Estudos demonstram que os exsudatos de raizes de milho contendo a toxina Bt ligam-
se as particulas do solo mantendo sua atividade inseticida, 0 que afetaria os artropodes néo-
alvo existentes no solo (PALM et al., 1996; DAUDU et al., 2009, SAXENA et al., 2010).
Apesar de sua persisténcia no solo, segundo Head et al. (2002) a quantidade de proteinas Cry

acumulada é extremamente baixa mesmo apds seis anos de plantio.

O efeito das culturas Bt em macrorganismos de solo, incluindo acaros, collembolas e
minhocas, tem sido estudado. Em geral, experimentos em laboratério e campo ndo
encontraram efeitos tdxicos de proteinas Cry em macrorganismos de solo (AHMAD et al.,
2005; HECKMANN et al., 2006; VERCESI et al., 2006; ZWAHLEN et al., 2007;
HONEMANN et al., 2008; BAI et al., 2010).
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RESUMO- Os artropodes de solo nos gendtipos de milho geneticamente modificado
Yieldgard® e VTPRO® (MON 810 e MON 89034) foram avaliados através de estudos
conduzidos em campo. Foram avaliados os indices faunisticos dos insetos coletadas durante o
periodo da segunda safra de 2011. As coletas foram realizadas através de armadilhas do tipo
“pitfall”, sendo coletado durante o periodo de amostragem um total de 5335 espécimes,
distribuidos em 12 ordens, 28 familias e 47 espécies. As principais ordens coletadas foram:
Orthoptera, Coleoptera, Hemiptera e Hymenoptera. As espécies mais frequentes foram:
Gryllus assimilis (Fabricius), Nabis sp., Calosoma granulatum (Perty), Formicidae spl e
Dichelops sp. Os indices de Riqueza, Diversidade e Equitabilidade foram baixos, mas
considerados normais para o ambiente agricola. A similaridade da composicéo das espécies
entre os hibridos avaliados ficou acima de 83%. A quantidade de espécimes em cada grupo
funcional foi semelhante entre os trés hibridos, indicando n&o haver efeito do milho
transgénico quando comparado com o convencional. De modo geral os dois hibridos
transgénicos avaliados, ndo apresentaram efeito sobre a comunidade de artrépodes associados

a cultura, quando comparado com sua respectiva isolinha.

PALAVRAS CHAVE - fauna edafica, milho Yieldgard, milho VTPRO, avaliacéo de risco,

plantas transgénicas.
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ABSTRACT- The entomofauna of soil on genetically modified maize genotypes Yieldgard®
and VTPRO® (MON 810 e MON 89034) has been assessed through a study conducted at the
field. Have been assessed the indexes of fauna of insects collected during the off-season
period of 2011. The collections were carried out by pitfall traps, being collected during the
sample period a total of 5335 specimens, distributed into 12 orders, 28 families and 47
species. The main orders were collected: Orthoptera, Coleoptera, Hemiptera and
Hymenoptera. The most frequent species were: Gryllus assimilis (Fabricius), Nabis sp.,
Calosoma granulatum (Perty), Formicidae spl and Dichelops sp. The indices of richness,
diversity and Evenness were low, but considered normal for the agricultural environment. The
similarity of species composition between hybrids evaluated stayed above 83%. The quantity
of specimens in each functional group was similar among the three hybrids, indicating that
there is no effect of transgenic maize when compared with the conventional. In general the
two transgenic hybrids evaluated, did not submit effect on insect community associated with

culture, when compared with its conventional hybrid.

KEY WORDS - edaphic fauna, corn Yieldgard, corn VTPRO, risk assessment, transgenic

plants.
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INTRODUCAO

O melhoramento genético contribuiu com o sistema agricola brasileiro com a
elaboracdo de cultivares mais adequados as condigdes tropicais. Assim como melhorias na
producao e resisténcia a patdgenos e a insetos, usando o melhoramento cléssico. Entretanto, o
melhoramento genético atual utiliza técnicas de engenharia genética, mas ndo dispensando o

melhoramento classico (Kennedy, 2008).

A engenharia genética desenvolveu técnicas que permitiram o desenvolvimento das
plantas geneticamente modificadas. O Brasil encontra-se na segunda posi¢cdo em termos de
area cultivada, com 30 milhdes de hectares plantados. Sendo a soja, 0 milho, o algodéo e a
canola as principais culturas. A area de milho geneticamente modificado no mundo chega
proximo aos 51 milhdes de hectares (James, 2011). Em 2011 a area mundial cultivada com
plantas geneticamente modificadas foi de 160 milhGes de hectares, com um crescimento de

8% em relacédo ao ano anterior.

Algumas plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos expressam genes
derivados da bactéria Bacillus thuringiensis Berlinier (Bt), mas existem também as que
expressam lectinas, inibidores de a-amilase, inibidores de proteinases, proteinas inseticidas
vegetais, quitinases, peroxidases, entre outras (Carozzi & Koziel, 1997). A primeira geracédo
de culturas trangénicas expressava proteinas Cry simples (CrylA) com especifica atividade
contra lepiddpteros. Para ampliar o espectro de protecdo e atrasar a evolugdo da resisténcia
das pragas ao Bt, outras toxinas Bt, tais como CrylF, Cry2A foram adicionados a lista de

caracteristicas comercializadas (Malone, 2008).

Os cultivos geneticamente modificados resistentes a insetos sdo eficazes para o

controle de insetos (Wu et al, 2008), e proporcionam beneficios sociais, ambientais e
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econémicos (Wang, 2007; Choudhary & Gaur, 2010; Huang et al, 2010; Hutchinson et al,

2010; Tabashnik, 2010).

A biotecnologia para o controle de insetos praga apresenta evidentes beneficios,
mesmo assim gera duvidas sobre os potenciais riscos que as plantas transgénicas podem
oferecer ao ambiente. Uma das principais preocupacoes ecoldgicas, quanto ao risco ambiental
das plantas geneticamente modificadas resistente a insetos s@o seus potenciais efeitos sobre

organismos nédo-alvo existentes nas culturas (Romeis et al, 2008).

Marvier (2007), realizando uma meta-analise com 42 trabalhos observou que em geral
as espécies ndo-alvo sdo mais abundantes em milho e algodao transgénico para controle de

insetos, que em campos convencionais tratados com inseticidas.

Priestley & Brownbridge (2009) avaliaram o efeito de variedades de milho
expressando a toxina CrylAb sobre a diversidade de espécies e a equitabilidade de besouros

carabideos, ndo encontrando efeitos negativos sobre as espécies amostradas.

Farinos et al (2008) ndo encontraram mudancas na riqueza de espécies e indices de

diversidade de artropodes de solo em campos com cultivo de milho trangénico.

De modo geral, as culturas Bt favoreceram a abundancia de artropodes ndo-alvo em
relacdo aos campos convencionais tratados com inseticidas, especialmente em relacdo as
guildas funcionais de predadores e herbivoros ndo-alvo (Poza 2005, Daly & Buntin 2005,

Wolfenbarger et al, 2008).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a comunidade de insetos de solo
associada ao cultivo dos genétipos de milho geneticamente modificado (Yieldgard® e

VTPRO®) em comparacéo com um hibrido convencional.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no municipio de Dourados, estado de Mato Grosso do Sul, em
duas areas de producdo comercial de sementes, durante o periodo de marco a junho de 2011.
As areas amostrais situam-se em 22°22°44.79” de latitude Sul, 54°44°49.59” de longitude
Oeste, e 22°21°44.89” de latitude Sul, 54°89°49.69”, ambas com area de 60 m? e altitude de
452 m. O clima da regifio é Mesotérmico Umido, do tipo Cwa, segundo o sistema
internacional de Koppen-Geiger. O solo da area € classificado como Latossolo Vermelho
Distroférrico de textura muito argilosa (65,3% de argila, 17,4% de silte e 17,3% de areia)

(Mato Grosso do Sul 1990).

Foram utilizadas duas areas experimentais, as quais foram preparadas de maneira a
propiciar as condi¢bes quimicas, fisicas e bioldgicas ideais para a cultura do milho, seguindo
as praticas usuais da cultura (Embrapa 2010). Os hibridos utilizados no presente estudo foram
DKB 390 YG (evento MON810), DKB 390 VTPRO (evento MONB89034) e seu respectivo
isolinha DKB 390 (convencional). O Manejo da area foi feito de acordo com o Manejo
Integrado de Pragas, com a realizacdo de aplicacbes de herbicida e aplicacdo preventiva de
inseticidas no inicio da cultura e aplicacGes de inseticida quando o nivel populacional de

alguma espécie de interesse econdmico atingia o nivel de controle.

Os insetos foram coletados através de armadilhas de queda do tipo “pitfall”, dispostas
sistematicamente nos trés hibridos (Figura 1). As armadilhas foram confeccionadas com
garrafas de plastico do tipo “pet” (com capacidade volumétrica de 2 litros), cortadas ao meio,
com a parte superior invertida e encaixada na parte inferior formando um funil. Sendo estas
inseridas no solo com sua abertura ao nivel do solo (Figura 2A). Cada armadilha continha em
seu interior aproximadamente 2/3 de seu volume de agua com hipoclorito de sédio a 0,1%

(para conservacdo dos espécimes capturados) e aproximadamente Iml de “Tween”
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(Polissorbato), para a quebra da tenséo superficial da agua (Figura 2B). Para evitar o acumulo
de impurezas e 0 excesso de agua proveniente das chuvas, uma cobertura de madeira (15 x 15
cm), com trés hastes de metal funcionando como base, era alocada sobre a armadilha ficando
a aproximadamente 3 cm da superficie do solo (Figura 2C). Em cada hibrido de milho foram
instaladas 15 armadilhas, as quais foram monitoradas semanalmente, sendo o0s insetos
coletados e o liquido conservante reposto. O material coletado foi acondicionado em potes
plasticos contendo alcool 85%, e armazenado no Laboratorio de Entomologia, da Faculdade
de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais (FCBA), da Universidade Federal da Grande Dourados

(UFGD) e posteriormente depositados no Museu da Biodiversidade da UFGD.

Yieldgard VTPRO Convencional

60 m

60 m

Figura 1. Croqui da &rea experimental com a disposicao da distribui¢do das armadilhas.
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A identificacdo dos insetos no menor nivel taxondémico possivel foi realizada por meio
de literatura especializada e comparacdo com exemplares depositados no Museu de
Entomologia da UFGD. Os espécimes, os quais ndo foi possivel realizar a identificacdo

especifica foram classificados em morfoespécies, de acordo com caracteres morfolégicos.

Figura 2. Instalagdo das armadilhas do tipo “pitfall”. (A) Armadilha enterrada ao nivel do solo; (B) 2/3 do
interior do recipiente com liquido conservante; e (C) cobertura da armadilha.

A andlise faunistica de Silveira Neto et al (1976), que se fundamenta no calculo dos
indices de frequéncia, constancia, abundancia e dominancia. A frequéncia foi definida como a
porcentagem de individuos de uma espécie em relacdo ao total de individuos. A constancia foi
definida como porcentagem de amostras em que uma determinada espécie esteve presente.
Uma vez obtido este percentual de constancia, as espécies eram classificadas como:

Constantes (w), quando presentes em mais de 50% das coletas semanais; Acessorias (y),
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quando presentes em 25 a 50% das coletas; Acidentais (z), quando presentes em menos de

25% da coletas.

A abundéncia, que é o nimero de individuos de uma determinada espécie, encontrada
em determinada area (unidade de superficie ou volume), pode variar pelo espaco e tempo
(Southwood 1995). Para se estimar as classes de abundancia, foram utilizados limites
estabelecidos pelo intervalo de confianca (IC) a 5% e 1% de probabilidade, determinando-se
as seguintes classes: Rara (r), namero de individuos da espécie, menor que o limite inferior do
IC a 1% de probabilidade; Dispersa (d), nimero de individuos entre os limites inferiores dos
IC a 1% e 5% de probabilidade; Comum (c), nimero de individuos dentro do IC a 5%;
Abundante (a), numero de individuos entre os limites superiores dos IC a 1% e 5% de
probabilidade; e Muito Abundante (ma), nimero de individuos maior que o limite superior do

IC a 1% de probabilidade.

Para definir a dominancia, que € a acdo exercida pelos organismos dominantes de uma
comunidade, foi utilizado o método de Kato et al (Laroca & Mielke 1975). Onde a espécie &
considerada dominante quando apresenta frequéncia relativa superior a 1/S x 100, onde S é 0

namero total de espécies encontradas no periodo de amostragem.

Com base nas espécies predominantes nos indices faunisticos, foi realizada a flutuagéo

populacional dos insetos no periodo de amostragem.

A fim de mensurar a diversidade da comunidade de insetos, foram calculados: indice
de riqueza de Margalef (a): relagdo entre o nUmero de espécies e 0 numero de individuos de
uma comunidade; Indice de diversidade de Shannon-Wiener (H’): que reflete dois atributos
basicos da comunidade: o nimero de espécies e a equitatividade; e Indice de equitabilidade
(E): que estima a distribuicdo de individuos na amostra, verificando a homogeneidade na

ocorréncia numérica das especies.
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Foi calculado também o indice de similaridade de Sorensen (QS), o qual indica a
semelhanga entre duas comunidades em termos de composicdo de espécies (Southwood

1995).

Os insetos coletados em cada hibrido avaliado foram agrupados em quatro guildas

tréficas, estes valores foram submetidos ao Teste F para avaliar a significancia dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O total de espécimes coletados no periodo de amostragem foi de 5335, distribuidos em
12 ordens, 28 familias e 47 espécies (Tabela 1). As principais ordens coletadas foram:
Diplopoda 23,13% do total coletado, Orthoptera 21,37%, Coleoptera 16,85%, Hemiptera
16,72%, Hymenoptera 12,00%, Diptera 5,32%, Lepidoptera 2,96% e outras (Blattodea,

Dermaptera, Neuroptera, Araneae e Chilopoda) 1,65% (Figura 3).

Do total de insetos coletados, as espécies mais freqientes foram: Gryllus assimilis
(Fabricius) (23,58%), Nabis sp. (12,25%), Calosoma granulatum (Perty) (8,83%), Formicidae

sp.1 (8,46%) e Dichelops sp. (8,23%) (Tabela 1).

No gendtipo Yieldgard foram coletados 1762 espécimes, distribuidos em 25 familias e
39 espécies; no gendtipo VT PRO coletou-se 1811 espécimes, divididos em 23 familias e 38
espécies; e ja no milho convencional foram 1770 espécimes, em 26 familias e 43 espécies

(Tabela 2).

A maior abundancia de individuos das ordens Diplopoda, Orthoptera e Coleoptera,
pode ser atribuida ao fato da maioria das espécies coletadas nestes grupos passarem pelo
menos uma parte de seu ciclo no solo, sendo que o ndo revolvimento do mesmo, devido a

adocdo do sistema de cultivo menos agressivos com o solo, que favorece o desenvolvimento
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da entomofauna, propiciando sua protecdo, além de manter uma maior estabilidade de

temperatura e umidade do solo.

Tabela 1. Espécies coletadas e total de espécimes capturados em armadilhas “pitfall”, em cultivos de milho Bt e
convencional, durante a segunda safra de milho de 2011 em Dourados, MS.

Ordem/Familia Espécie Yieldgard VT PRO Convencional
Blattodea/Blattidae Periplaneta americana 2 1 1

Calosoma granulatum 115 118 123

Galerita sp. 4 7 3
Coleoptera/Carabidae

Lebia sp. 0 1 0

Tetracha sp. 0 2 4

Brasilaphthona sp. 1 5 2
Coleoptera/Chrysomelidae

Diabrotica speciosa 0 0 1
Coleoptera/Coccinellidae ~ Cycloneda sanguinea 0 0 1
Coleoptera/Curculionidae  Rhyssomatus sp. 1 17 4
Coleoptera/Melyridae Astylus variegatus 12 6 8
Coleoptera/Nitidulidae Carpophilus sp. 75 57 73

Canthidium sp. 29 34 48
Coleoptera/Scarabaeidae

Coprophanaeus sp. 39 29 29
Coleoptera/Staphylinidae ~ Pinophilus sp. 1 0 2

Lagria vilosa 8 11 12
Coleoptera/Tenebrionidae  Blapstinus sp. 8 4 3

Selenophorus sp. 1 0 1

Doru lineare 1 1 1
Dermaptera/Forficulidae

Doru Luteipes 2 0 0
Diptera/Calliphoridae Calliphoridae sp.1 97 81 51
Diptera/Sarcophagidae Sarcophagidae sp.2 1 2 2

Allograpta obliqua 2 0 1
Diptera/Syrphidae

Pseudodorus clavatus 13 3 27
Diptera/ Morfoespécie 1 0 1 3



Hemiptera/Coreidea Leptoglossus zonatus 15 15 21
Hemiptera/Cydnidae Cyrtomenus mirabilis 1 0 1
Hemiptera/Nabidae Nabis sp. 176 151 167
Hemiptera/Pentatomidae Dichelops sp. 107 105 120
Apiomerus sp. 1 1 1
Hemiptera/Reduviidae
Reduviidae sp.1 2 4 4
Hymenoptera/Apidae Xylocopa sp. 1 2 0
Formicidae sp.1 101 87 153
Formicidae sp.2 12 170 4
Hymenoptera/Formicidae
Formicidae sp.3 35 55 15
Formicidae sp.4 0 1 1
Hymenoptera/Vespidae Vespidae sp.1 1 0 2
Helicoverpa zea 15 18 19
Lepidoptera/Noctuidae Spodoptera frugiperda 35 20 31
Noctuidae sp.1 6 6 7
Lepidoptera/Sesiidae Sesiidae sp.1 1 0 0
Neuroptera/Chryspodidae  Chrysoperla externa 0 1 10
Orthoptera/Acrididae Orphullela sp. 52 55 79
Orthoptera/Gryllidae Gryllus assimilis 354 305 292
Orthoptera/Tettigoniidae Microcentrum sp. 0 2 1
OUTROS
Araneae 19 16 24
Chilopoda 3 11 3
Diplopoda 413 406 415
Total 1762 1811 1770

28
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Figura 3. Distribuicdo relativa das ordens de insetos coletas durante a segunda safra de milho de 2011 em
Dourados, MS.

Das 39 espécies coletadas no milho Yieldgard, 18 foram classificadas como raras, 4
dispersas, 9 comuns e 8 muito abundantes; 13 eram constantes € 9 dominantes . No milho VT
PRO das 38 espécies coletadas, 18 eram raras, 2 dispersas, 10 comuns e 8 muito abundantes;
13 eram constantes e 11 dominantes. No milho convencional, das 43 espécies coletadas, 24
foram raras, 2 dispersas, 5 comuns e 12 muito abundantes; 13 eram constantes e 10

dominantes (Tabela 3).

Tabela 2. Total de espécimes coletados, nimero de espécies, riqueza, diversidade e equitabilidade nos trés
genotipos avaliados, durante a segunda safra de milho de 2011 em Dourados, MS.

Hibridos N° N° Riqueza de Margalef  Diversidade de Shannon-Wiener ~ Equitabilidade
Espécimes Espécies (o) (H) (E)

Yieldgard 1762 39 5,08 2,51 0,68

VT PRO 1811 38 4,93 2,60 0,71

Convencional 1770 43 5,61 2,59 0,68
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Os indices de riqueza, diversidade e equitabilidade calculados (Tabela 2) demonstram
que, apesar do nimero de espécimes e familias amostradas, ocorreram na area estudada
muitas espécies raras e poucas espécies muito abundantes (Tabela 3). Com isso a comunidade
estudada ndo se apresenta bem estruturada, quando comparadas com outros agroecossistemas
e ecossistemas naturais. Assim como Nunes et al (2009) que encontrou valores de até 1,09
para o indice de Shannon, 10,75 para riqueza de espécies e 0,32 para o de equitabilidade em
estudos de fauna edafica em solo com diferentes tipos de manejo. J& Frizzas (2003)
encontrou, em areas de cultivo de milho, valores maximos de 3,51, 16,25 e 0,71 para 0s

indices de diversidade, riqueza e equitabilidade, respectivamente.

Tabela 3. indices faunisticos dos insetos coletados em armadilhas “pitfall” durante a segunda safra de milho de
2011 em Dourados, MS.

Hibridos Predominantes  Dominantes  Constantes  Muito abundantes  Comuns  Dispersas  Raras
Yieldgard 7 9 13 8 9 4 18
VT PRO 8 11 13 8 10 2 18
Convencional 10 10 13 12 2 5 24

A flutuacdo populacional das espécies predominantes durante o periodo de coleta, ndo
apresentou grande variacdo entre os hibridos de milho avaliados para as espécies G. assimilis,
Nabis sp. e C. granulatum (Figura 4A,B,C), entretanto Formicidae sp.1 foi mais frequente no
milho convencional e Dichelops sp. foi menos frequente no gendtipo Yieldgard (Figura 4D,
E). Por outro lado, Diplopoda apresentou uma distribuicdo de frequéncia irregular nos trés

hibridos durante o periodo de coleta (Figura 4F).

Higgins (2009), analisando artropodes ndo-alvo em nivel de comunidade por um
periodo de trés anos na regido de maior producdo de milho nos Estados Unidos, observou

impacto ndo significativo sobre a abundancia da comunidade quando comparados campos de
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milho Bt com milho ndo-Bt. Analises da taxa individual também ndo evidenciaram diferencas

significativas na abundancia entre os campos Bt e ndo-Bt.

Candolfi et al (2004) ndo encontraram alteracdo na comunidade de artrépodes do solo
em regido produtora de milho na Franca, incluindo: Coleoptera (Staphylinidae), aranhas

(Araneae), Hymenoptera (Formicidea), Diplopoda e Chilopoda durante todo o periodo de

avaliagéo.
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Figura 4. Flutuacdo populacional das espécies predominantes durante a segunda safra de milho de 2011 em
Dourados, MS. (A) Gryllus assimilis; (B) Nabis sp.; (C) Calosoma granulatum;(D) Formicidae spl; (E)
Dichelops sp..; e (F) Diplopoda.
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Os indices de Riqueza de Margalef (a), Diversidade de Shannon-Wiener (H’) e
Equitabilidade (E) alcancaram valores muito proximos para os hibridos avaliados (Tabela 2).
Esses valores proximos entre 0s genotipos Bt e o convencional representam igualdade na
riqueza de espécies entre os hibridos avaliados, apesar de inicialmente se esperar maiores
indices de riqueza no tratamento ndo-Bt devido a um menor grau de perturbacdo do ambiente
causado pela auséncia da toxina Cry, ja que ambientes menos alterados tendem a ter uma
maior riqueza de espécies (Odum 1988). Porém em Hibridos ndo-Bt o uso de inseticidas

também representa uma perturbacdo do ambiente.

Frizzas (2003) em estudos na regido de Barretos, no estado de S&o Paulo e em Ponta
Grossa no Parand, obteve valores de riqueza maiores em milho transgénico e convencional do
que os observados neste estudo, enquanto os indices de diversidade foram similares.
Comunidades com maiores indices de diversidade tendem a ser mais estaveis, pois suas
espécies raras tém papel fundamental na manutencdo da biodiversidade (Santos & Marques
1996). Porém, em ambientes agricolas, os indices de diversidade sdo geralmente baixos, como
confirmou Lozzia (1999) ao avaliar a diversidade da familia Carabidae em milho transgénico,

quando encontrou valores menores que 0,99.

Os valores do indice E (Tabela 2) podem ser considerados baixos para os trés
genotipos. Isso demonstra que algumas espécies apresentam o numero de individuos muito
maior que outras. O que é confirmado pela diferenca entre o nUmero de espécies abundantes e
raras, indicando que a distribuicdo das espécies na comunidade ndo € uniforme, quanto mais
similar for a representatividade de cada espécie na comunidade mais alto serd esse indice

(Peet 1974).

Analisando o total de individuos coletados, os indices de riqueza, diversidade e

equitabilidade dos hibridos analisados, verificou-se que 0s dois genotipos transgénicos nao



33

apresentaram efeito sobre a comunidade de insetos, quando comparados com o gendtipo nédo-
Bt tratado com inseticidas. Isso foi confirmado, também, pelo indice de similaridade de
Sorensen (Tabela 4), que apresenta valores acima de 80% de similaridade entre as areas,
demonstrando a grande semelhanca entre as comunidades de artrépodes nas trés areas
avaliadas, apesar da existéncia das toxinas dos hibridos transgénicos no ambiente. Essa alta
similaridade demonstra que a composicdo de espécies da comunidade é proxima. Valores
semelhantes foram obtidos por Frizzas (2003), que obteve valor maximo de 88,61% de

similaridade entre seus tratamentos de milho Bt e ndo Bt.

Tabela 4. indice de similaridade dos trés gendtipos avaliados durante a segunda safra de milho de 2011 em
Dourados, MS.

Hibridos indice de Similaridade de Sorensen (%)
Yieldgard/ VT PRO 83,12
Yielgard/ Convencional 88,89
VT PRO/ Convencional 87,80

Os espécimes obtidos nos tratamentos foram agrupados em cinco guildas troficas
(Tabela 5). No milho Yieldgard, o grupo mais expressivo foi o dos decompositores com
37,29% dos espécimes coletados, seguido dos herbivoros mastigadores com 36,38%,
predadores com 19,24%, herbivoros sugadores com 6,98% e polinizadores com 0,11%. No
hibrido VT PRO, o grupo dos mastigadores se destacou com 42,08% dos individuos, seguido
pelos decompositores com 33,74%, predadores com 17,45%, sugadores com 6,63% e
polinizadores com 0,11%. No milho convencional, o grupo de destaque foi novamente dos
insetos mastigadores com 35,76%, seguido pelos decompositores com 35,25%, predadores
com 20,96% e sugadores com 8,02%, ndo sendo encontrado neste tratamento nenhum

individuo com funcéo polinizadora.
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Tabela 5. Total de espécimes coletados em quatro guildas tréficas nos trés gencétipos avaliados durante a safrinha
de 2011 em Dourados-MS. *= Diferenca significativa entre os valores na mesma linha pelo teste F.

Guilda Trofica Yieldgard VT PRO Convencional
Predador 339 316 3717
Decompositor 657" 611 624
Herbivoro Sugador 123 120 142
Herbivoro Mastigador 641 762" 633
Total 1762 1811 1770

A quantidade de espécimes em cada grupo funcional foi proxima entre 0s trés
hibridos, quando comparado o numero total de insetos, o hibrido VT PRO apresentou

diferenca significante quando comparado com o hibrido Yieldgard e Convencional.

A guilda de herbivoros sugadores ndo apresentou diferenca entre os trés hibridos, ja a
de herbivoros mastigador apresentou diferenca significativa apenas no hibrido VT PRO que
apresentou mais individuos, esse aumento no numero de individuos pode ser atribuido a
grande existéncia de formigueiros proximos as armadilhas, influenciando sua taxa de coleta.
Na guilda de predadores o hibrido convencional apresentou mais individuos que os hibridos
transgénicos, o que pode ser explicado pela maior oferta de presas pela auséncia das toxinas

Bt. E no grupo dos decompositores o hibrido Yieldgard apresentou mais individuos.

Balog (2010), ndo encontrou diferencas entre guildas de staphylinideos predadores no
milho transgénico e sua respectiva isolinha. Assim como O’Callaghan et al (2005) que nédo
observaram efeito do milho transgénico sobre crisopideos e coccinelideos se alimentado de
presas alimentadas com milho transgénico, e Lozzia (1999) estudando a biodiversidade e
estrutura de comunidades de Carabidae ndo encontrou diferencas nas comunidades entre o

milho transgénico e convencional.
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Quando comparamos o numero de individuos em cada grupo funcional, verificamos
que apesar das diferencas estatisticas estes valores podem ser considerados proximos,
indicando ndo haver efeito negativo quando comparado os hibridos transgénicos com sua

isolinha convencional.

CONCLUSAO

Os dois hibridos transgénicos avaliados, Yieldgard® e VTPRO® ndo apresentaram
efeito sobre a comunidade de artropodes associados a cultura, quando comparado com sua
respectiva isolinha, bem como as guildas funcionais encontradas no estudo, que tambem
apresentaram diferenca entre os trés genotipos avaliados, porem com valores muito proximos.
A flutuacdo populacional das espécies predominantes apresentou distribuicdo semelhante
entre trés hibridos avaliados para a maioria das espécies, ndo havendo variacdo significativa

entre eles.
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