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EFEITOS DE BIOTECNOLOGIAS DE MILHO (Zea mays L.) NA ESTRUTURA
DE COMUNIDADES DE ARTROPODES

Resumo Geral

A é&rea cultivada com transgénicos tem aumentado exponencialmente, 0 que torna 0s
transgénicos a tecnologia agricola mais adotada na histéria moderna. No entanto, as
culturas Bt podem apresentar efeitos diretos e indiretos sob 0s organismos nao-alvo. O
objetivo geral, deste trabalho, foi avaliar quatro cultivares de milho, sendo uma
convencional e trés transgénicas (Bt) e seus efeitos sobre organismos alvo e n&o-alvo.
Foram avaliados quatro campos diferentes com as seguintes cultivares comerciais de
milho transgénico: EXP3320YG (Monsanto, EUA) expressando CrylAb, MG600PW
(Monsanto,EUA e Dow Agrosciences, EUA) expressando CrylA.105+Cry2Ab2+CrylF
ambas conferindo resisténcia a Lepidoptera Spodoptera frugiperda (J.E. Smith,1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) com ciclo precoce; e AG9030VTpro3 (Monsanto, EUA)
expressando CrylA.105+ Cry2Ab2+Cry3Bbl que confere resisténcia a Lepidoptera S.
frugiperda, Helicoverpa zea (Bodie,1850) (Lepidoptera: Noctuidae) e Coleoptera
Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae) com ciclo super-precoce.
Também foi avaliado um quarto campo com a cultivar convencional SW5560 (sem
expressao da proteina transgénica), que possui ciclo precoce. Em cada um dos quatro
campos foram amostradas 50 plantas (unidades amostrais) com periodicidade semanal,
totalizando de 15 avaliacdes. Foi realizado o registro visual do numero de espécimes de
artrépodes. Atribui-se notas visuais seguindo uma escala com variagdo entre 0 e 9 de
Davis & Williams (1989) para verificar a intensidade dos danos foliares provocados por
S. frugiperda e também avaliou-se visualmente o tamanho das lagartas e as posturas de
S. frugiperda em cada uma das areas. Os indices de Shannon-Wiener e Simpson, que
comparam a diversidade de espécies em diferentes ambientes, indicaram que a cultivar
MGG600PW apresentou maior diversidade de insetos ndo-alvo do que as demais,
enquanto EXP3320YG resultou em baixa diversidade durante todo o ciclo da cultura. A
cultivar EXP3320YG apresentou as notas mais altas de dano, enquanto as cultivares
MG600PW e AG9030VTpro3 apresentaram as menores notas de dano. A cultivar
EXP3320YG apresentou o maior nimero de herbivoros (651) e 0 menor nimero de
predadores (51), e a cultivar MG600PW apresentou 0 menor nimero de herbivoros
(211) e o maior numero de predadores (161). Os resultados demonstram que as

cultivares avaliadas apresentaram diferencas em relacdo ao ataque de S. frugiperda,



sendo que a cultivar EXP3320Y G apresentou as maiores notas de danos, demonstrando

que esta praga adquiriu resisténcia a toxina CrylAb.

Palavras-chave: Manejo Integrado de Pragas, transgénico, herbivoros ndo- alvo



EFFECTS OF MAIZE BIOTECHNOLOGIES (Zea mays L.) ON THE
STRUCTURE OF ARTHROPOD COMMUNITIES

General Abstract

The area planted with transgenics has increased exponentially, which makes transgenics
the most adopted agricultural technology in modern history. However, Bt crops may
have direct and indirect effects under non-target organisms. The overall objective of this
work was to evaluate four maize cultivars, one conventional and three transgenic (Bt)
and their effects on target and non-target organisms. Four different fields were
evaluated with the following commercial cultivars of GM maize: EXP3320YG
(Monsanto, USA) expressing CrylAb, MG600PW (Monsanto, USA and Dow
Agrosciences, USA) expressing CrylA.105+Cry2Ab2+CrylF both conferring
resistance to Lepidoptera Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) with early cycle; and AG9030VTpro3 (Monsanto, USA) expressing
CrylA.105+Cry2Ab2+Cry3Bbl conferring resistance to Lepidoptera S. frugiperda,
Helicoverpa zea (Bodie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae) and Coleoptera Diabrotica
speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae) super-precocious. We also evaluated a
fourth field with the conventional cultivar SW5560 (without expression of the
transgenic protein), which has an early cycle. In each of the four fields were sampled 50
plants (sample units) with weekly frequency, totaling 15 evaluations. The visual record
of the number of arthropod specimens was performed. Visual notes were assigned
following a scale ranging from 0 to 9 by Davis & Williams (1989) to verify the intensity
of foliar damage caused by S. frugiperda and the size of caterpillars and S. frugiperda
postures were also evaluated visually in each of the areas. The Shannon-Wiener and
Simpson indices, which compare species diversity in different environments, indicated
that the cultivar MG600PW showed a greater diversity of non-target insects than the
others, while EXP3320YG resulted in low diversity throughout the crop cycle. The
cultivar EXP3320YG showed the highest damage, while the cultivars MG600PW and
AG9030VTpro3 showed the lowest damage. The cultivar EXP3320YG showed the
highest number of herbivores (651) and the lowest number of predators (51), and the
cultivar MG600PW presented the lowest number of herbivores (211) and the highest
number of predators (161). The results showed that the evaluated cultivars presented



differences in relation to the attack of S. frugiperda, and the cultivar EXP3320YG

presented the highest damages, demonstrating that this pest acquired resistance to
CrylAb toxin.

Keywords: MIP, transgenic, non-target herbivores



INTRODUGCAO GERAL

A necessidade de alimentar a crescente populacdo mundial faz com que seja
necessaria a utilizacdo de novas técnicas de cultivos para o aumento da producdo. Nesse
cenario, se encontram as plantas que expressam as proteinas da bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner (Bt), tornando-se uma importante
ferramenta no Manejo Integrado de Pragas.

A &rea com cultivos transgénicos chegou a 189,8 milhdes de hectares no mundo
em 2017, tornando-se, recentemente, a tecnologia de mais rapida adocdo. As principais
cultivares transgénicas no mundo sdo a soja (94,1 milhdes de hectares), seguida do
milho (59,7 milhdes de hectares), algodao (24,1 milhGes de hectares) e a canola (10,2
milhdes de hectares). O Brasil possui 50,2 milhGes de hectares cultivados com
cultivares transgénicas; soja com 33,7 milhdes de hectares, milho com 15,60 milhdes de
hectares e algoddo com 0,94 milhdes de hectares (ISAAA, 2017).

Os inimigos naturais desempenham importante papel no desenvolvimento dos
cultivos agricolas transgénicos, pois estes regulam as populacfes de insetos pragas nas
culturas utilizando como hospedeiros ovos, lagartas, pupas e adultos de insetos
(PEREIRA et al., 2008a, 2008b; ZANUNCIO et al., 2008).

Devido ao importante papel que 0s inimigos naturais desempenham nos
agroecossistemas, tem se discutido quais os efeitos que as plantas geneticamente
modificadas podem vir a causar nos organismos ndo-alvo, pois no campo, além das
pragas, também sdo encontrados insetos benéficos, como predadores e parasitoides, que
regulam as populacGes de herbivoros. Em termos ecoldgicos, essa hierarquia é
denominada interacdo tritrofica, onde a planta representa o primeiro nivel trofico, o
inseto- praga ou a presa representa o segundo nivel trofico e os inimigos naturais, o
terceiro nivel (DE MORAES et al., 2000).

A literatura apresenta muitas pesquisas com plantas transgénicas expressando
proteinas Bt e seus efeitos sobre organismos ndo-alvo; alguns trabalhos afirmam que o
desenvolvimento de insetos ndo alvo, seja predadores, parasitoides ou polinizadores,
podem ser afetados (VOJTECH et al., 2005; RAMIREZ-ROMERO et al., 2007;
SANDERS et al., 2007; CUNHA et al., 2012). Qutros trabalhos afirmam que o
desenvolvimento destes insetos benéficos ndo € prejudicado (DUTRA et al., 20123,
SANTANA et al.,, 2017, TIAN et al., 2018, YI et al., 2018). Nesse sentido, uma



crescente preocupacédo tem ocorrido em relagcéo as possiveis consequéncias da toxina Bt
em organismos n&o-alvo. Ademais, recentes biotecnologias de milho estdo sendo
liberadas no mercado, o que se torna de suma importancia estudar seus efeitos
ecologicos.

Assim, a presente pesquisa busca trazer informacgdes sobre os possiveis efeitos
de trés tecnologias de milho Bt sobre pragas alvo da cultura e alguns herbivoros ndo
alvo. Esta encontra-se dividida em dois capitulos, onde no primeiro capitulo foi
realizado o estudo da influéncia do milho Bt na diversidade e composicdo de espécies
artropodes alvo e ndo-alvo e no segundo capitulo foi realizado o estudo da dinamica
populacional de Spodoptera frugiperda (J.E.Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae),

demais herbivoros e predadores em cultivares de milho Bt e convencional.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Cultura do milho

O milho (Zea mays L.) € o cereal com maior produ¢do mundial, sendo em 2018
produzidos globalmente 1,076.23 bilhdes de toneladas. Estados Unidos, China e Brasil
sdo 0s maiores produtores, representando 66% da produgdo mundial (USDA, 2019).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho com uma &rea de 17
milhdes de hectares cultivados na safra de verdo e na safrinha de inverno com uma
producdo de mais de 92 milhdes de toneladas, sendo que no estado de Mato Grosso do
Sul cultivada uma éarea de 1.817,8 milhdes de hectares com uma producdo de 9.335,8
toneladas (CONAB, 2019).

A partir da cultura do milho, se obtém centenas de derivados, empregados em
varias indudstrias, como a alimenticia (humana e animal) e quimica (amido, dextrina,
glicose, 6leo, margarina, fermento etc); a de bebidas (licores, refrigerantes, vinhos etc);
de fermentacdo (enzimas, acetonas e outros); quimica e mecanica (fundicdo de metais,
plasticos etc); e de ra¢Bes (utilizado na composigdo de ra¢Bes participando na forma de
grdos moidos integralmente, farelo, gérmen, protenose e refinasil) (CARDOSO et al.,
2011).

O ciclo da cultura do milho foi dividido em estadios de desenvolvimento de
acordo com Richie & Hanway (1986): VE (emergéncia); V1 (planta com a primeira
folna desenvolvida); V2 (segunda folha desenvolvida); V3 (terceira folha
desenvolvida); V4 (quarta folha desenvolvida); V(n) (“n” igual ao nimero da folhas
desenvolvidas); VT (emissdo da inflorescéncia masculina); R1 (emissdo da
inflorescéncia feminina); R2 (grios bolhas d’agua); R3 (grdos leitosos); R4 (grdos
pastosos); R5 (formacdo de dente) e R6 (maturidade fisioldgica).

Diversos fatores podem comprometer a producdo do milho, como a incidéncia
de pragas, causando importante impacto econdmico. A cultura possui um amplo
espectro de pragas, sendo que varias delas ocorrem nos diferentes estadios de
desenvolvimento das plantas e dentre estas se destaca a lagarta do cartucho Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae).O inseto ataca diversas espécies
vegetais em diferentes familias botanicas é considerada a principal praga da cultura do
milho (POGUE, 2002; BARROS et al., 2010; LIMA JR et al., 2012). A avaliacdo dos

danos dessa praga, normalmente, ¢é feita atraves da escala Davis. A escala visual de



Davis & Williams (1989) atribui notas para a intensidade dos danos foliares provocados
por S. frugiperda. Os danos séo avaliados visualmente, com notas que variam de zero
ou nenhum dano na folha, até chegar no nivel maximo, nota nove, com grandes lesdes e
porcdes dilaceradas na maioria das folhas. Sendo assim as notas variam de acordo com
a intensidade da desfolha que ocorre nas folhas.

Outros insetos-pragas também atacam a cultura do milho no Brasil, entre eles,
tém destaque a broca-do-colmo, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae) e a lagarta-da-espiga do milho, Helicoverpa zea (Boddie, 1850)
(Lepidoptera: Noctuidae) (FARIAS et al., 2013).

Dentre as diversas pragas que atacam a cultura do milho, os percevejos vem
ganhando importancia causando prejuizo econémico. O percevejo- marrom Euschistus
heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae) e o percevejo barriga-verde Dichelops
melacanthus (Dallas, 1851) (Heteroptera: Pentatomidae)sdo as espécies mais
importantes hoje para o sistema produtivo soja-milho (BUENO et al., 2015).

1.2 Impactos das Plantas Geneticamente Modificadas sobre inimigos naturais das
pragas-chaves

Plantas geneticamente modificadas com a insercdo de genes provenientes de Bt
apresentam resisténcia a insetos e sdo obtidas através de uma modificacdo genética para
a producdo de uma proteina inseticida (POLANCZYK et al., 2008). A bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) € um dos agentes microbianos
mais estudados no controle de pragas podendo ser encontrada no solo, agua, insetos
mortos e algumas plantas (MONNERAT & BRAVO, 2000; MULETA et al., 2009,
BRAVO et al., 2011).

O uso de plantas geneticamente modificadas traz algumas vantagens, dentre as
quais podemos destacar: aumento da producdo agricola (BETZ et al., 2000); niveis
menores de micotoxinas, que sdo compostos toxicos produzidos por fungos (DOWD,
2000) e reducdo na aplicacdo de inseticidas (ROMEIS et al., 2006). As culturas Bt
podem apresentar efeitos de maneira direta e indireta sobre os organismos néo-alvo
(LOVEI et al., 2009; NARANJO, 2009). Efeitos diretos podem ocorrer pela ingestéo de
tecidos de plantas por organismos ndo-alvo, ja os efeitos indiretos podem ocorrer por
interacdes multitroficas que sdo as diferentes inter-relacbes que ocorrem entre 0s

organismos que estdo presentes no ambiente (CRAIG et al., 2008).



Varias pesquisas tém sido realizadas com espécies ndo alvos para demonstrar 0s
possiveis efeitos da toxina Bt sobre estes organismos, predadores, parasitoides e
polinizadores. Como por exemplo, Prutz & Dettner (2004) fez testes com a toxina
CrylAb no hospedeiro Chilo partellus (Swinhoe, 1885) (Lepidoptera: Crambidae), o
que levou a uma reducdo da taxa de alimentacdo do mesmo, resultando na reducdo do
sucesso de emergéncia do parasitoide Cotesia flavipes (Cameron,1891) (Hymenoptera:
Braconidae). Quando essa proteina foi purificada a partir de plantas de algodao e testada
no hospedeiro Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) e o parasitoide
Microplitis mediator (Haliday) (Hymenoptera: Braconidae), afetou o desenvolvimento
do hospedeiro e do parasitoide (LIU et al., 2005a,b).

Estudo com o herbivoro nédo-alvo Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833)
(Lepidoptera: Noctuidae) em milho Bt observou efeitos na sobrevivéncia, tempo de
desenvolvimento e o peso das larvas de S. littoralis, quando o parasitoide Cotesia
marginiventris (Cresson,1865) (Hymenoptera: Braconidae) se desenvolveu em
hospedeiros oriundos de alimentacdo com milho Bt teve a sobrevivéncia, tempo de
desenvolvimento e pesos dos casulos afetados (VOJTECH et al., 2005).

AvaliagOes para determinar o efeito da toxina CrylAb no parasitoide C.
marginiventris mediados pelo hospedeiro S. frugiperda através de dois experimentos,
liberacdo de toxina purificada via dieta artificial e a liberacdo da toxina via tecido foliar
de milho Bt. No primeiro experimento ndo foram verificados efeitos da toxina sobre o
parasitoide. Todavia, quando CrylAb foi liberada via tecido foliar foram afetados o
tempo de desenvolvimento, tamanho do adulto e fecundidade do parasitoide
(RAMIREZ-ROMERO et al., 2007).

Testes com a toxina CrylAb no parasitoide Campoletis sonorensis (Cameron,
1886) (Hymenoptera: Ichneumonidae) mediados pelo hospedeiro S. frugiperda que se
desenvolveu em folhas de milho transgénico e convencional, mostrou que a média do
peso dos casulos foi significativamente menor quando o parasitoide se desenvolveu em
hospedeiros alimentados com milho Bt, o peso dos parasitoides adultos foi
significativamente menor em comparacdo com ambos o0s tratamentos de milho
convencional (SANDERS et al., 2007).

Para avaliar o efeito da toxina CrylAb no milho sobre Orius majusculus
(Reuter) (Heteroptera: Anthocoridae), através das folhas ou do pdlen, ou através da



cadeia alimentar ndo teve efeitos negativos sobre a sobrevivéncia do predador, o
desenvolvimento, a fecundidade e a fertilidade (LUMBIERRES et al., 2012).

Tian et al. (2012) fizeram avaliagdes com a toxina CrylF presente no milho em
Coleomegilla maculata (De Geer) (Coleoptera: Coccinellidae) utilizando lagartas de S.
frugiperda resistentes a toxina. A duracdo da larva e o estagio de pupa, peso do adulto e
fecundidade das fémeas de C. maculata nédo diferiram quando foram alimentadas com
larvas resistentes de S. frugiperda criadas em folhas de milho Bt ou ndo Bt por duas
geragoes.

Estudo com milho contendo a toxina CrylF sobre o parasitoide C.
marginiventris mediados pelo hospedeiro S. frugiperda, demonstrou que o milho CrylF
ndo afetou o desenvolvimento, parasitismo, sobrevivéncia, razdo sexual, longevidade e a
fecundidade de C. marginiventris quando parasita o hospedeiro S. frugiperda
alimentado com o milho Bt (TIAN et al., 2014b).

Outra pesquisa realizada em milho com a toxina CrylAb sobre Chrysoperla
pudica (Neuroptera: Chrysopidae) e a presa Busseola fusca (Fuller) (Lepidoptera:
Noctuidae) demostrou que o desenvolvimento larval e pupal de C.pudica ndo diferiram
estatisticamente em ambos os tratamentos em que a presa se alimentou de milho Bt e
nao-Bt (VAN DEN BERG et al., 2017).

Testes com as toxinas CrylAc e Cry2Ab no algodéo na biologia de C. maculata
(De Geer) (Coleoptera: Coccinellidae) através um de bioensaio tritr6fico com larvas
sensiveis a Bt e resistentes de Trichoplusia ni (Hibner, 1803) (Lepidoptera: Noctuidae)
como presa mostra que a sobrevivéncia de C. maculata, o tempo de desenvolvimento, o
peso do adulto e a fecundidade ndo diferiram quando foram alimentados com larvas de
T. ni resistentes desenvolvidas em algoddo Bt e controle (LI et al., 2011). Essa mesma
toxina CrylAc + CpTIl presente no polen de algoddo sobre Haptoncus luteolus
(Coleoptera: Nitidulidae), em avaliacBes de campo e laboratorio ndo detectou efeitos
diretos significativos do polen do algodao neste coledptero (CHEN et al., 2011).

Andlises da acdo da toxina CrylAc no algoddo sobre o predador Podisus
nigrispinus (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae), mediados pelo hospedeiro S.
frugiperda que se alimentou de plantas de algoddo Bt, causou a ruptura da matriz
perimicrovilar de P.nigrispinus (terceiro nivel tréfico), causando alteragdes ultra-
estruturais nas células digestivas como o alongamento das microvilosidades, presenca

de esferocristais e granulos de diferentes densidades de elétrons, e mudancas no padréo
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de distribuicdo de glicogénio, lipidios e célcio nestas celulas no intestino médio
(CUNHA et al., 2012).

Exame da riqueza e diversidade de formigas edaficas e coledpteros em campos
de algodéo Bt e ndo Bt mostra que a riqueza e a diversidade foram maiores nas areas de
algodao ndo Bt do que na area Bt, j& a riqueza de especies de besouros ndo diferiram
significativamente entre os dois tratamentos (DUTRA et al., 2013).

Ensaios realizados com o algoddo expressando CrylAc/Cry2Ab e CrylAc em
Propylaea japonica (Coleoptera: Coccinellidae) para avaliar a transmissdo de CrylAc
na cadeia alimentar e os efeitos da toxina Bt no predador P. japonica através de sua
presa Aphis gossypii Glover, 1877 (Hemiptera: Aphididae), mostra que foram
detectadas pequenas quantidades de proteinas nas presas que se alimentaram de algod&o
Bt e no predador que se alimentou de presas que haviam se alimentado do algodéo Bt.
No entanto, ndo houve diferengcas no desenvolvimento total, mortalidade, peso dos
adultos recém- emergidos, ou fecundidade dos predadores alimentados com pulgbes Bt
ou ndo Bt. Um atraso no desenvolvimento foi observado quando P. japonica foi
alimentada A. gossypii mantido em ambos os algoddes Bt. Estes resultados sugerem que
a proteina CrylAc expressa nestas plantas de algoddo transgénicas podem ser
transmitidas aos seus predadores através de suas presas herbivoras, porém estas nao
afetam a sua biologia (ZHAO et al., 2013).

Segundo Azimi et al. (2014) os efeitos do algoddo transgénico sobre o
parasitoide Encarsia formosa (Gahan) (Hymenoptera: Aphelinidae) mediados pelo
hospedeiro Bemisia tabaci (Gennadius,1889) (Hemiptera: Aleyrodidae), demonstraram
que os parametros da biologia do parasitoide como tempo de desenvolvimento do pré-
adulto, o periodo de pré-oviposicéo total e o periodo de pré-oviposicdo do adulto foram
significativamente maior no algoddo Bt em relacdo ao algodao ndo Bt. A fecundidade e
o tamanho do corpo foram afetados significativamente. Todos os parametros da
populagéo foram afetados pelo algodao Bt.

Estudo com a toxina CrylAc/Cry2Ab em algoddo sobre Thrips tabaci
Lindeman, 1888 (Thysanoptera: Thripidae) e o predador Orius insidiosus (Say, 1832)
(Hemiptera: Anthocoridae) avaliou os parametros da biologia de O. insidiosus. A
sobrevivéncia, o tempo de desenvolvimento das ninfas, peso do adulto, periodo de pré-
oviposicdo, periodo de pos oviposicao, fecundidade e longevidade dos adultos de O.

insidiosus ndo foram afetados negativamente devido ao consumo de larvas de T. tabaci
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que haviam se alimentado em algoddo BG-Il em comparagdo com algoddo ndo-Bt. Os
resultados indicam que O. insidiosus, um predador comum de T. tabaci, ndo é
prejudicado pelo algoddao BG-Il quando exposto as proteinas Bt atraves de sua presa
(KUMAR et al., 2014).

Outra investigacdo com as toxinas CrylAc/Cry2Ab em algodéo e CrylF em
milho sobre Geocoris punctipes (Say, 1832) (Hemiptera: Geocoridae) e O. insidiosus
observou os efeitos das trés toxinas cry sobre os parametros bioldgicos dos predadores
por duas geracdes através de sua presa. A sobrevivéncia, o desenvolvimento, a massa
do adulto, a fecundidade e a fertilidade foram semelhantes quando os predadores
consumiram larvas que se alimentaram de algoddo com CrylAc/Cry2Ab e CrylF em
milho em comparacdo com a presa gque se alimentou de algoddo ou milho convencional
(TIAN et al., 2014a).

Avaliando efeito da toxina CrylAc+CpTIl no algoddo sobre a biologia de
Ferrisia virgata (Cockerell) (Hemiptera: Pseudococcidae) que se desenvolveu em
plantas de algod&o transgénico e convencional e em seguida foi avaliada a biologia do
predador Cryptolaemus montrouzieri Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae) que se
alimentou de presas que haviam se desenvolvido em plantas de algod&o transgénico e
convencional. Nao foram observadas diferencas significativas nos parametros do
predador C. montrouzieri oferecido a F. virgata criados em plantas de algodao
transgénico e convencional. CrylAc e CPTI foram detectadas nas folhas de algod&o
transgénicos, mas nao ha niveis detectaveis de ambas as proteinas na cochonilha ou no
seu predador (WU et al., 2014).

Analisando as toxinas CrylAc/Cry2Ab no algoddo e CrylF em milho sobre os
parametros da biologia de Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) que se
desenvolveu em folhas de algoddo e milho Bt e ndo Bt e posteriormente a biologia do
acaro predador Amblyseius andersoni Chant (Acari: Phytoseiidae) que se desenvolveu
em T. urticae que havia se alimentado de folhas de algoddo e milho Bt e ndo Bt. O
estudo ndo indicou efeitos negativos na biologia de T urticae e A. andersoni (GUO et
al., 2016).

Efeitos do algoddo transgénico sobre os parasitoides C. marginiventris e
Copidosoma floridanum (Ashmead) (Hymenoptera: Encyrtidae) mediados pelo
hospedeiro T. ni com algodao expressando a proteina CrylAc/Cry2Ab e sua isolinha

ndo transgénica. Os resultados demonstram que ndo houve impacto significativo no
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desenvolvimento, sucesso do parasitismo, sobrevivéncia e longevidade do adulto de C.
marginiventris usando T. ni resistente ao Bt e alimentada com algod&o Bt. O algodédo Bt
também ndo demonstrou impacto significativo no desenvolvimento, peso do casulo e
namero de progénies produzidas por C. floridanum (TIAN et al., 2018).

Bioensaios com a toxina CrylAc em soja sobre o parasitoide Telenomus remus
Nixon, 1937 (Hymenoptera: Scelionidae) mediados pelo hospedeiro Spodoptera
eridania (Cramer) (Lepidoptera: Noctuidae), demonstraram que as caracteristicas
bioldgicas de S. eridania foram similares quando alimentadas com soja Bt e ndo Bt. O
mesmo acontece em relacdo aos pardmetros biolégicos de T. remus que ndo apresentou
diferencas entre os tratamentos Bt e ndo Bt (BORTOLOTTO et al., 2014).

Outro estudo com esta mesma toxina em soja sobre o parasitoide Telenomus
podisi Ashmead (Hymenoptera: Scelionidae) mediados pelo hospedeiro Euschistus
heros (Fabricius, 1794) (Hemiptera: Pentatomidae), demonstraram que esta cultivar néo
afeta o tempo de desenvolvimento e a sobrevivéncia dos estagios ninfais de E. heros
bem como o peso, tamanho do pronoto, razdo sexual e fecundidade dos adultos e a
viabilidade dos ovos nédo diferiram entre os tratamentos Bt e ndo Bt. As sojas Bt e nédo-
Bt ndo apresentaram impacto sobre o desenvolvimento do parasitoide de ovos T. podisi.
A porcentagem e a viabilidade do parasitismo, o periodo de ovo a adulto, a razdo sexual
e a longevidade das fémeas de T. podisi ndo diferiram entre os tratamentos (SILVA et
al., 2014).

Estudo com a toxina CrylAc em brécolis sobre Plutella xylostella L.
(Lepidoptera: Plutellidae) observa os efeitos da toxina sobre os parametros bioldgicos
do predador C. maculata por duas geragdes através de sua presa P. xylostella. O periodo
larval e pupal, o peso do adulto e a fecundidade de cada fémea ndo foram
significativamente diferentes quando as larvas de C. maculata foram alimentadas com
diferentes gendtipos (Bt-resistentes ou suscetiveis) de larvas de P. xylostella criadas em
plantas de brécolis Bt e ndo Bt. Os parametros da geracdo subsequente de C. maculata
alimentadas com P. xylostella resistente aos brocolis Bt também néo foi
significativamente diferente comparadas aquelas alimentadas com brocolis ndo Bt (LIU
et al., 2015).

Pesquisas com as proteinas CrylC/Cry2A em arroz sobre o parasitoide
Pseudogonatopus flavifemur (Hymenoptera: Dryinidae) mediados pelo hospedeiro

Nilaparvata lugens (Hemiptera: Delphacidae), demostraram que o arroz transgénico nao
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afetou o desenvolvimento, a sobrevivéncia, a longevidade, a fecundidade e o consumo
de presas por P. flavifemur ao longo de duas geragdes nos tratamentos com arroz Bt e
ndo- Bt (TIAN et al., 2017).

1.3 Impactos das Plantas Geneticamente Modificadas sobre insetos polinizadores

Lima et al. (2013) testou os possiveis efeitos da toxina CrylAc presente no
algoddo em larvas de Trigona spinipes (Fabricius, 1793) (Hymenoptera: Apidae). Os
testes mostraram que a ingestdo da toxina CrylAc ndo afetou o desenvolvimento das
larvas de operérias, mas a dieta diluida aumentou ligeiramente a mortalidade larval.
Estes resultados indicam que os efeitos nocivos em larvas de abelhas sem ferrdo devido
a ingestdo da toxina CrylAc expressa no pélen é improvavel em condigdes de campo.

Hendriksma et al. (2011) avaliaram pdlen de milho expressando uma e trés
proteinas e o controle com poélen de milho convencional e de Heliconia rostrata na
sobrevivéncia das larvas e no peso das pré-pupas de Apis mellifera Linnaeus, 1758
(Hymenoptera: Apidae). A sobrevivéncia das larvas e o peso das pré-pupas néao
demonstrou efeitos. Em contraste, a alimentacdo com o pélen de H. rostrata causou
efeitos toxicos significativos. Os resultados deste estudo indicaram que o polen das
variedades Bt ndo prejudicou o desenvolvimento das larvas de A. mellifera criadas in
vitro.

Estudos realizados em campo em que foi avaliada a riqueza e composicao de
espécies de visitantes florais em algodoeiro Bt e ndo- Bt demonstrou que a riqueza de
espécies variou entre os horarios de coleta para ambos os tratamentos, entre os dias de
floracdo, no inicio e no final da floragdo, constatou-se a menor riqueza
independentemente da cultivar de algoddo. Contudo, a riqueza nao variou entre as
cultivares de algodao. Em relacdo a composicdo das espécies houve variacdo entre 0s
horarios de visitagdo, entre os tipos de algodao e também entre a interacdo, desses dois
fatores. Também variou entre os dias de floracdo, mas ndo entre as classes da interagdo
dos dias e o tipo de algoddo (DUTRA et al., 2012b).

Han et al. (2012) constatou que o polen de algoddo expressando as proteinas
CrylAc+CpTl em A. mellifera ndo mostrou efeito no desenvolvimento da glandula
hipofaringe e na atividade da enzima proteolitica do intestino das abelhas submetidas a
uma exposicao cronica do polen de algod&o transgénico.
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Wang et al. (2015) em um estudo com as toxinas CrylC e Cry2A em A.
mellifera através de dieta artificial utilizando testes toxicologicos, bioquimicos e
técnicas histopatoldgicas demonstrou que estas proteinas ndo tém toxicidade aguda para
larvas. O mesmo é demonstrado no trabalho de Steijven et al. (2016) em que foi
avaliada a acdo do polen de milho em larvas de abelhas mostrando que ndo foram
detectados efeitos dose-dependentes do milho Bt em termos de sobrevivéncia e atraso
no desenvolvimento. No entanto, para o peso da pré-pupa foi encontrada uma resposta
dose-dependente, sugerindo um efeito pleitropico. Comparando esta conclusdo com a
literatura conclui-se que o efeito encontrado ndo € provavel que ocorra em situacao de
campo.

Niu et al. (2017) realizou testes com o polen de algoddo de duas variedades que
expressavam as toxinas CrylAc e Cry2Ab em A. mellifera e ndo constatou efeitos. Yi et
al. (2018) avaliando poélen de repolho transgénico expressando CrylBa3 e a toxina Bt
ativa em A. mellifera na sobrevivéncia, consumo de polen, peso, atividade da enzima de
desintoxicacdo e enzima de intestino médio ndo demonstrou efeitos.

Baseados nas informacdes da literatura que demonstram que pode haver algum
efeito das culturas transgénicas em organismos ndo-alvo realizou-se este estudo com
trés cultivares transgénicas que sdo as mais usadas na regido de Dourados, Mato Grosso
do Sul buscando trazer informacdes que possam auxiliar o produtor rural na tomada de

decisdo ao escolher um cultivar transgénica que seja mais adequada a sua necessidade.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar quatro cultivares de milho, sendo uma convencional e trés transgénicas

Bt, sobre a populacéo de artrépodes alvo e ndo-alvo.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar os efeitos de diferentes tecnologias de milho (EXP3320YG, MG600PW,
AG9030VTpro3) e uma cultivar convencional SW5560 sem expressdo da proteina

transgénica na diversidade de artrpodes alvo e ndo-alvo;

b) Avaliar os danos ocasionados por Spodoptera frugiperda em campos de milho Bt e

convencional;

c) Avaliar a dindmica populacional de herbivoros pragas e predadores em campos de

milho Bt e convencional.
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HIPOTESE

A utilizacdo de diferentes tecnologias Bt afeta as pragas e 0s organismos néo-

alvo presentes na cultura do milho.
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Influéncia do milho Bt na diversidade e composicéo de espécies artropodes alvo e

nao-alvo

Maria Freire de Sousa', Marcos Gino Fernandes® & Anderson José da Silva Guimaries®

! Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados-MS, Brasil

Resumo

A area cultivada com transgénicos vem aumentando exponencialmente, todavia estas
podem ocasionar efeitos diretos e indiretos sob organismos ndo-alvo. O objetivo deste
estudo foi avaliar os possiveis impactos do milho Bt na diversidade e composi¢do de
artropodes alvo e nédo-alvo, analisando trés campos cultivados com milho transgénico
(expressando diferentes proteinas Bt) e um campo cultivado com milho convencional
(sem expressdo da proteina Bt). A pesquisa foi realizada em area comercial no
municipio de Dourados, MS, Brasil. Foram avaliados quatro campos diferentes com as
seguintes cultivares comerciais de milho transgénico: EXP3320YG(CrylAb),
MG600PW(CrylA.105/Cry2Ab2/Cry1F),AG9030VTpro3(CrylA.105/Cry2Ab2/Cry3B
bl), e a cultivar convencional (SW5560). Em cada um dos quatro campos foram
amostradas 50 plantas (unidades amostrais) para o registro visual do numero de
espécimes de artropodes. As amostragens foram realizadas com periodicidade semanal,
totalizando de 15 avaliacbes. Um total de 2.525 exemplares de artropodes,
compreendendo 29 espécies de 25 familias, foi registrado em 3.000 plantas amostradas.
A familia mais diversa pertenceu a ordem Hemiptera. Com base nos indices de Shannon
e Simpson, a cultivar Bt-transgénica MG600PW apresentou menor nivel de diversidade
de artropodes ndo-alvo do que as outras cultivares. O estudo demonstra que os indices
de Shannon e Simpson nas cultivares transgénicas MG600PW e AG9030VTpro3 nédo
foram afetados. A cultivar MG600PW apresentou uma grande quantidade de inimigos
naturais como o predador Doru luteipes (Scudder, 1876) (Dermaptera: Forficulidae) o
que € importante, pois os predadores junto com outros inimigos naturais presentes no

ambiente exercem o controle natural das populagdes de insetos pragas.

Palavras-chave: biosseguranga, biodiversidade, indice de diversidade, milho

transgénico
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Abstract

The area cultivated with transgenics has been increasing exponentially, but these can
cause direct and indirect effects under non-target organisms. The objective of this study
was to evaluate the possible impacts of Bt maize on the diversity and composition of
target and non-target arthropods by analyzing three fields cultivated with transgenic
maize (expressing different Bt proteins) and one field cultivated with conventional
maize (without Bt protein expression ). The research was carried out in a commercial
area in the city of Dourados, MS, Brazil. Four different fields were evaluated with the
following commercial cultivars of transgenic corn: EXP3320YG (CrylAb), MG600PW
(CrylA.105 / Cry2ADb2 / CrylF), AG9030VTpro3 (CrylA.105 / Cry2Ab2 / Cry3Bbl),
and the conventional cultivar (SW5560). In each of the four fields were sampled 50
plants (sample units) for the visual record of the number of arthropod specimens. The
samplings were performed weekly, totaling 15 evaluations. A total of 2,525 specimens
of arthropods, comprising 29 species from 25 families, were recorded in 3,000 sampled
plants. The most diverse family belonged to the Hemiptera order. Based on the Shannon
and Simpson indices, the Bt-transgenic cultivar MG600PW presented a lower level of
non-target arthropod diversity than the other cultivars. The study shows that the
Shannon and Simpson indices in transgenic cultivars MG600PW and AG9030VTpro3
were not affected. The cultivar MG600PW presented a large number of natural enemies
such as the predator Doru luteipes (Scudder, 1876) (Dermaptera: Forficulidae) which is
important because predators along with other natural enemies present in the

environment exert natural control of insect pests.

Key words: biosafety, biodiversity, diversity index, transgenic maize
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1. Introducéo

A érea global com culturas transgénicas atingiu 189,8 milhdes de hectares em
2017, o que a torna uma das tecnologias mais adotadas nos ultimos tempos. As
principais culturas transgénicas no mundo sdo a soja (Glycine max (L.) Merrill) (94,1
milhOes de hectares), seguida do milho (Zea mays L.) (59,7 milhfes de hectares),
algodédo (Gossypium hirsutum L.) (24,1 milhdes de hectares) e canola (Brassica napus
L.) (10,2 milhdes de hectares) (Isaaa, 2017). No Brasil, 50,2 milhdes de hectares sao
plantados com cultivares transgénicas de soja, milho e algodao (Isaaa, 2017). O cultivo
de plantas transgénicas traz vantagens, dentre as quais podemos citar: aumento da
produtividade agricola, menor uso intensivo de méo-de-obra e redugdo de danos
ecologicos (Huang et al., 2005; Naranjo, 2009; Wang et al., 2010).

O milho, com cerca de 16 milhdes de hectares cultivados e uma producédo de
mais de 82 milhdes de toneladas, é a segunda cultura mais importante da economia
brasileira (Conab, 2018). A implementacdo em larga escala de cultivares transgénicas
representa uma inovacdo tecnologica, sendo, portanto, essencial a avaliacdo continua da
sua eficiéncia e possiveis efeitos sobre 0 meio ambiente (Bauer-Panskus &Then, 2014).

Artropodes ndo-alvo em ecossistemas de milho tém importantes fungdes
ecoldgicas, como regulacdo das populacGes de artrépodes-pragas, decomposicdo e
reciclagem de matéria organica, ou podem atuar como pragas (Comas et al., 2014).

A maioria dos cultivos de milho transgénico expressa uma ou mais proteinas cry
derivadas de Bacillus thuringiensis (Bt) (Guo et al., 2016). As proteinas Bt, no milho,
séo expressas ao longo do desenvolvimento da planta (Groot & Dicke, 2002); portanto,
artropodes-alvo e ndo-alvo sdo expostos diretamente a essas proteinas, alimentando-se
de tecidos vegetais, por exemplo, folhas, pélen ou néctar (Lovei et al., 2009; Naranjo,
2009), ou indiretamente através do consumo de presas ou hospedeiros que consumiram
tecidos vegetais (Craig et al., 2008).

Diversos estudos em todo o mundo tém sido realizados com plantas de milho,
soja ou algoddo expressando toxinas Bt para investigar se existem efeitos dessas
culturas em espécies ndo-alvo, incluindo herbivoros, predadores, polinizadores e
parasitoides. A maioria dos estudos ndo mostra efeitos de toxinas Bt em herbivoros
(Habustova et al., 2014; Szenasi et al., 2014), predadores (De la Poza et al., 2005; Liu et
al., 2012; Guo et al., 2016; Van den Berg et al., 2017), parasitoides (Bortolotto et al.,
2014; Silva et al., 2014; De Sousa et al., 2017; Tian et al., 2018) e polinizadores (Yi et
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al., 2018). No entanto, outros estudos demonstraram alguns efeitos das culturas Bt em
artrépodes ndo- alvo como reducdo do sucesso de emergéncia do parasitoide (Prutz &
Dettner, 2004), desenvolvimento do parasitoide foi afetado (Liu et al., 2005a,b), a
sobrevivéncia, tempo de desenvolvimento e pesos dos casulos do parasitoide foram
afetados (Vojtech et al., 2005), o tempo de desenvolvimento, tamanho do adulto e
fecundidade do parasitoide foram afetados (Ramirez-Romero et al., 2007), o0 peso dos
parasitoides adultos foi menor em milho Bt (Sanders et al., 2007), causou a ruptura da
matriz perimicrovilar do predador (Cunha et al., 2012).

Considerando a hipotese de que as diferentes biotecnologias de milho utilizadas
na regido Centro- Oeste afetam a estrutura de comunidades de artropodes este trabalho
teve o objetivo de avaliar a estrutura da comunidade de herbivoros alvo e ndo-alvo e
predadores mais abundantes nesta regido, analisando um campo cultivado com milho
convencional (sem expressdo da proteina Bt) e trés campos cultivados com milho

transgénico (expressando diferentes proteinas Bt).

2. Material e Métodos
2.1 Areas Experimentais

O experimento foi realizado em &rea comercial urbana na Fazenda Guerra no
municipio de Dourados (22,1984466 °N, 51,8901629 °W), Mato Grosso do Sul, Brasil
na segunda safra de 2017. A area amostral compreendeu quatro campos diferentes de
milho, um campo cultivado com milho convencional e trés campos cultivados com
milho Bt, todos os campos foram cultivados a uma distancia de 500m entre si. Foram
avaliadas trés cultivares comerciais de milho transgénico: EXP3320YG (Monsanto,
EUA) expressando CrylAb, e MG600PW (Monsanto, EUA e Dow Agrosciences, EUA)
expressando CrylA.105+Cry2Ab2+CrylF ambas conferindo resisténcia a Lepidoptera
Spodoptera frugiperda (J.E.Smith,1797) (Lepidoptera: Noctuidae) e com ciclo precoce;
e AG9030VTpro3 (Monsanto, EUA) expressando CrylA.105+ Cry2Ab2+Cry3Bbl que
confere resisténcia a Lepidoptera S. frugiperda, Helicoverpa zea (Bodie) (Lepidoptera,
Noctuidae) e Coleoptera Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae)
com ciclo super-precoce. Também foi avaliado um quarto campo com a cultivar
convencional SW5560 (sem expressdo da proteina transgénica), que possui ciclo
precoce.
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2.2 Métodos de amostragem

Em cada um dos quatro campos foram amostradas 50 plantas (unidades
amostrais) selecionadas aleatoriamente em caminhamento em espiral, para a contagem
visual cuidadosa dos insetos presentes, evitando assim o0 voo dos insetos com as
amostragens sendo realizadas manualmente na planta inteira. Durante o periodo
amostral, que compreendeu o tempo de ocorréncia de todas as principais pragas da area
de estudo, foram realizadas amostragens com periodicidade semanal, sendo que 0s
campos amostrais foram avaliados no mesmo dia, sempre no periodo matutino, das
07h30min as 12h30min. O periodo de amostragem foi de 4 de abril de 2017 a 11 de
julho de 2017 (compreendendo 15 avaliagfes). Os campos com cada uma das cultivares
foram semeados em datas diferentes (EXP3320Y G plantio 09/03/17, MG600PW plantio
21/02/17, AG9030VTpro3 e convencional SW5560 plantio 12/03/17).

A cultivar EXP3320YG encontrava-se em estadio V8 na 12 e 22 amostragens, na
3% amostragem encontrava-se em V12, na 4% e 5% amostragens em Vt, e a partir da 62
amostragem as plantas estavam no estadio reprodutivo, estando em R1 na 6% e 72
amostragens, em R2 na 8% e 9% amostragens, em R3 na 10* amostragem, na 112
amostragem estadio R4, na 12% amostragem estadio R5, na 132 amostragem estadio R6
e na 142 amostragem estadio R6 de acordo com Richie & Hanway (1986). A cultivar
MG600PW encontrava-se em estadio V12 na 12 amostragem, na 22 e 3% amostragens em
Vt, a partir da 4% amostragem passou aos estadios reprodutivos, estando em R1 na 42 e
52 amostragens, R2 na 62 e 7% amostragens, na 8% amostragem estadio R3, na 9% e 102
amostragens estadio R4, na 112 amostragem estadio R5, na 122, 13% e 142 amostragens
estadio R6 de acordo com Richie & Hanway (1986). A cultivar AG9030VTpro3 na 12
amostragem encontrava-se em estadio V4, na 22 amostragem em estadio V8, na 32 e 42
amostragens estadio V12, na 52 e 62 amostragens estadio Vt, na 72 amostragem passou
aos estadios reprodutivos estando em R1 na 7% e 8% amostragens, na 92, 10? e 112
amostragens estadio R2, na 122 amostragem estadio R3, na 132 amostragem estadio R4,
na 142 amostragem estadio R5 e na 152 amostragem estadio R6 de acordo com Richie &
Hanway (1986). A cultivar convencional SW5560 na 12 amostragem encontrava-se em
estadio V4, na 2% amostragem em estadio V8, na 3% e 4% amostragens estadio V12,
estadio Vt na 5% e 6% amostragens, na 72 amostragem passou aos estadios reprodutivos
estando em R1 na 72 e 8% amostragens, na 9%, 10? e 11% amostragens estadio R2, na 122
amostragem estadio R3, na 13% amostragem estadio R4, na 14% amostragem estadio R5

e na 15% amostragem estadio R6 de acordo com Richie & Hanway (1986).
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2.3 Analise de dados

A riqueza de espécies para cada parcela foram determinadas pelo indice de
diversidade de Shannon, que foi calculado por Zpi.lnpi, onde pi € a probabilidade de
ocorréncia do individuo i, e In é logaritmo neperiano (Shannon & Weaver, 1949) e a
dominéancia de espécies foi avaliada com o indice de Simpson (Pinto-Coelho, 2002).
Também foi feita uma representacdo grafica do numero de individuos dos principais

Insetos-pragas e inimigos naturais presentes na cultura em cada data de amostragem.

3. Resultados
3.1 Riqueza e Abundancia de Espécies

Um total de 2.525 individuos de artrépodes, compreendendo 29 espécies (Tabela
1), foram registrados em 3.000 plantas durante todo o periodo amostral. O maior
nimero de individuos foi encontrado em AG9030VTpro3 (737), e 0 menor em
MG600PW (438). Esta Ultima cultivar também apresentou a menor diversidade de
espécies (16 espécies), enquanto a maior diversidade foi observada na cultivar
convencional (21 espécies) (Tabela 1).

A cultivar EXP3320YG teve um grande numero de pragas-alvo como S.
frugiperda, sendo que as demais pragas ndo-alvo que apresentaram numero elevado
foram: D. speciosa, Bemisia tabaci (Gennadius,1889) (Hemiptera: Aleyrodidae),
Dalbulus maidis (DeLong & Wolcott) (Hemiptera: Cicadellidae) e Acrididae sp.
(Orthoptera). Na cultivar MG600PW a praga-alvo que apareceu em maior nimero foi S.
frugiperda. Na cultivar AG9030VTpro3, S. frugiperda, H. zea e D.speciosa foram as
pragas-alvo que apareceram em maior nimero. A cultivar convencional SW5560
apresentou numeros baixos de S. frugiperda e D. speciosa quando comparada com a
cultivar EXP3320YG que apresentou 0s maiores numeros destes insetos pragas (Tabela
1).

Quando se compara as cultivares transgénicas em relacdo a presenca de inimigos
naturais amostrados, a cultivar MG600PW apresentou um grande numero de Cycloneda
sanguinea (L.) (Coleoptera: Coccinellidae) e Doru luteipes (Scudder, 1876)
(Dermaptera: Forficulidae); seguida pela cultivar AG9030VTpro3, que também
apresentou um grande numero de C. sanguinea e Chrysopidae, e posteriormente a
cultivar EXP3320YG, com um grande numero de C. sanguinea e D. luteipes. Em
relacdo aos insetos visitantes florais, a familia Syrphidae apareceu em maior nimero na
cultivar AG9030VTpro3, e em menor numero na cultivar EXP3320YG (Tabela 1).
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Em geral, 0 maior nimero de pragas foi observado na cultivar EXP3320YG, e
menor nimero na cultivar MG600PW (Tabela 1). O nimero de lagartas de S. frugiperda
foi maior na cultivar EXP3320YG durante todo o periodo amostral, atingindo um pico
de 80 individuos por 50 plantas na sétima avaliacdo (Figura 1). O numero total de
adultos de D. speciosa foi elevado na cultivar EXP3320YG, apresentando um pico de
69 individuos por 50 plantas na sexta avaliagdo e 48 individuos por 50 plantas na
décima avaliacdo. A cultivar AG9030VTpro3 também apresentou um alto nimero de
individuos de D. speciosa com um maximo de 21 individuos por 50 plantas na décima
avaliacdo. A cultivar MG600PW apresentou, durante todo o periodo amostral, nimeros
baixos de D. speciosa com o maior indice na décima primeira avaliagdo com 7
individuos por 50 plantas (Figura 1). Os nimeros de C. sanguinea e D. luteipes foram
altos na cultivar MG600PW, com elevado numero de individuos. Na cultivar
AG9030VTpro3 somente C. sanguinea atingiu alta populacdo no periodo final de
amostragens com o maior nimero de individuos na décima segunda avaliagdo 22

individuos por 50 plantas (Figura 1).
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Tabela 1. Espécies de insetos nas cultivares de milho (Zea mays L.) EXP3320YG, MG600PW, AG9030VTpro3, e a convencional
SW5560 em 50 plantas avaliadas por amostragem. indice de diversidade Shannon-Wiener (H), Simpson (D) e nimero de individuos.
Dourados, MS, 2017.

AG9030 Convencional
Grupo Taxondmico  EXP3320YG MG600PW VTpro3 SW5560
NUmero de Pi.Inpi Pi? NUmero de Pi.Inpi Pi? NGmero de Pi.Inpi Pi? Nimero de Pi.Inpi Pi?
Individuos Individuos Individuos Individuos
Lepidoptera
Spodoptera 321 0,190219  -0,36191 68 0,024103  -0,28919 133 0,032566  -0,30899 170 0,076659  -0,35556
frugiperda
Helicoverpa zea 4 2,95E-05 -0,02834 0 0 0 78 0,011201  -0,23769 4 4,24E-05  -0,03279
Sphingidae 0 0 0 0 0 0 1 1,84E-06  -0,00896 0 0 0
Coleoptera
Diabrotica speciosa 197 0,071644  -0,35279 17 0,001506 -0,1261 68 0,008513  -0,21988 126 0,042112 -0,325
Cycloneda sanguinea 29 0,001553  -0,12742 67 0,023399 -0,2872 65 0,007778 -0,21416 41 0,004459 -0,18072
Lagria villosa 6 6,65E-05  -0,03921 0 0 0 2 7,36E-06 -0,01604 6 9,55E-05 -0,04523
Hemiptera
Euschistus heros 0 0 0 0 0 0 4 2,95E-05  -0,02831 7 0,00013 -0,05101
Dichelops sp. 1 1,85E-06  -0,00897 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Leptoglossus zonatus 4 2,95E-05  -0,02834 2 2,09E-05 -0,02461 5 4,6E-05 -0,03387 3 2,39E-05 -0,026
Reduviidae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2,65E-06  -0,01046
Ninfas Pentatomidae 10 0,000185  -0,05841 16 0,001334 -0,1209 11 0,000223 -0,06276 10 0,000265 -0,06706
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AG9030

Convencional

Grupo Taxondmico  EXP3320YG MG600PW VTpro3 SW5560
NUmero de Pi.Inpi Pi? NUmero de Pi.Inpi Pi? NGmero de Pi.Inpi Pi? Nimero de Pi.Inpi Pi?
Individuos Individuos Individuos Individuos
Aphididae 84 0,013026  -0,24771 95 0,047043 -0,33149 144 0,038176 -0,31902 73 0,014135 -0,25319
Bemisia tabaci 10 0,000185 -0,05841 0 0 0 2 7,36E-06 -0,01604 3 2,39E-05 -0,026
Dalbulus maidis 7 9,05E-05  -0,04428 4 8,34E-05  -0,04289 2 7,36E-06  -0,01604 3 2,39E-05 -0,026
Notozulia entreriana 1 1,85E-06  -0,00897 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hymenoptera
Solenopsis sp. 1 1,85E-06  -0,00897 7 0,000255  -0,06611 9 0,000149 -0,0538 0 0 0
Atta sp. 0 0 0 0 0 0 1 1,84E-06  -0,00896 0 0 0
Apis melifera 0 0 0 1 5,21E-06  -0,01389 0 0 0 0 0 0
Vespidae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2,65E-06 -0,01046
Neuroptera
Chrysopidae 2 7,38E-06  -0,01605 13 0,000881 -0,10439 16 0,000471 -0,08315 17 0,000767 -0,09931
Dermaptera
Doru luteipes 20 0,000738  -0,09798 80 0,03336  -0,31054 15 0,000414  -0,07926 19 0,000958  -0,10755
Forficulidae 0 0 0 1 5,21E-06  -0,01389 0 0 0 0 0 0
Araneae
Araneae 0 0 0 3 4,69E-05  -0,03413 1 1,84E-06  -0,00896 2 1,06E-05  -0,01865
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AG9030

Convencional

Grupo Taxondmico  EXP3320YG MG600PW VTpro3 SW5560
NUmero de Pi.Inpi Pi? NUmero de Pi.Inpi Pi? NGmero de Pi.Inpi Pi? Nimero de Pi.Inpi Pi?
Individuos Individuos Individuos Individuos
Orthoptera
Acrididae 4 2,95E-05  -0,02834 2 2,09E-05 -0,02461 0 0 0 1 2,65E-06 -0,01046
Gryllidae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2,65E-06  -0,01046
Diptera
Musca domestica 4 2,95E-05 -0,02834 2 2,09E-05  -0,02461 0 0 0 5 6,63E-05  -0,03917
Syrphidae 30 0,001661  -0,13044 60 0,018765  -0,27231 180 0,05965 -0,34428 120 0,038197  -0,31906
Tachinidae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2,65E-06  -0,01046
Odonata
Libellulidae 1 1,85E-06  -0,00897 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total de individuos 736 438 737 614
Total de espécies 19 16 18 21
Shannon-Wiener 1,692801 2,086845 2,060156 2,024573
Simpson 0,721 0,849148 0,840755 0,822019

* pi.Inpi = pi é a probabilidade de ocorréncia do individuo i, e In é logaritmo neperiano.
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Figura 1. Dindmica populacional de pragas e inimigos naturais em quatro cultivares de

milho (Zea mays L.). Dourados, MS, 2017.
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3.2 Diversidade de Espécies

Dez ordens foram amostradas nas quatro cultivares estudadas, sendo Hemiptera
e Hymenoptera as ordens que se destacaram com relacdo ao nimero de familias
amostradas. Foram amostradas 19 familias de insetos herbivoros (Noctuidae,
Sphingidae, Crysomelidae, Lagriidae, Pentatomidae, Coreidae, Reduviidae, Aphididae,
Aleyrodidae, Cicadellidae, Cercopidae, Formicidae, Apidae, Vespidae, Acrididae,
Gryllidae, Muscidae, Syrphidae, Libellulidae) e cinco familias de inimigos naturais
(Coccinelidae, Ichneumonidae, Crysopidae, Forficulidae, Tachinidae).

Os menores valores dos indices de Shannon e Simpson foram obtidos para a
cultivar EXP3320Y G, embora ambos os indices tenham apresentado pequena diferenca

em relacdo &s demais cultivares.

4. Discussao

Na cultivar EXP3320YG ocorreram 0s menores valores para os indices de
Shannon e Simpson, ja nas demais cultivares estes apresentam uma pequena diferenca
entre si. Os indices de diversidade de Shannon e Simpson sdo Uteis como indicadores da
distribuicdo de comunidades de inimigos naturais (Guo et al., 2014) e de herbivoros ndo
visados pelas tecnologias Bt. Os valores de ambos os indices de diversidade foram
semelhantes entre as cultivares Bt (MG600PW, AG9030VTpro3) e ndo Bt
(convencional SW5560), mas foram os menores em EXP3320YG (cultivar Bt). Esses
indices similares (MG600PW, AG9030VTpro3 e SW5560) indicam que 0s dois grupos
(Bt e ndo-Bt) das cultivares compartilham padrdes semelhantes de riqueza e abundéncia
de espécies. Por outro lado, hipotetizamos que a menor riqueza de espécies encontradas
na cultivar transgénica EXP3320YG foi causada pela evolucdo da resisténcia das

pragas-alvo a essa tecnologia (Omoto et al., 2016).

A alta densidade de S. frugiperda durante todo o periodo amostral na cultivar
EXP3320YG demonstra que a tecnologia CrylAb ndo é mais eficiente contra esta
praga. De acordo com McGaughey & Whalon (1992), a expressao continua de genes
cry em plantas transgénicas exerce uma forte pressdo seletiva sobre as pragas-alvo,
levando & evolucdo de sua resisténcia. De fato, varios estudos comprovam que a

resisténcia de S. frugiperda a proteina CrylAb expressa na cultura do milho foi
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quebrada (Horikoshi et al., 2016; Omoto et al., 2016; Sousa et al., 2016). A evolucgédo da
resisténcia em populagdes de insetos-alvo pode reduzir os beneficios econdmicos e

ambientais de cultivos transgénicos (Farias et al., 2014).

Outros estudos também relataram o ndo efeito de toxinas Bt em um grande
numero de insetos ndo-alvo. Por exemplo, Guo et al. (2014) avaliaram os efeitos do
milho expressando a toxina CrylAc (ndo presente em cultivares brasileiras) na
comunidade de artropodes ndo-alvo, e ndo encontraram evidéncias de que o milho Bt
tenha afetado negativamente as comunidades de herbivoros, predadores e parasitoides
ndo-alvo. Da mesma forma, Truter et al. (2014), Svobodova et al. (2015) e Resende et
al. (2016) ndo encontraram diferencas significativas entre os campos de milho Bt e nédo-
Bt expressando diferentes proteinas Bt sobre a diversidade e abundancia de artrépodes

ndo-alvo.

Os resultados do presente estudo sdo semelhantes aos encontrados em outros
estudos de campo que avaliaram a abundancia e diversidade de artropodes em campos
de milho Bt e ndo-Bt, ndo demonstrando efeitos significativos do Bt na populacdo de
artropodes amostrados. No entanto, existem varios outros estudos que mostraram alguns
efeitos das toxinas Bt nas comunidades de artrépodes (Prutz & Dettner, 2004; Liu et al.,
2005a,b, Vojtech et al., 2005; Ramirez-Romero et al., 2007; Sanders et al., 2007; Cunha
et al., 2012), provavelmente porque as condicdes de campo sdo complexas e VAarios
fatores (clima, temperatura, diferentes tipos de presas e hospedeiros) ndao podem ser
controlados. Além disso, a preferéncia por uma presa ou hospedeiro em particular e a
competicdo entre inimigos sdo fatores que podem influenciar os resultados finais (Guo
etal., 2016).

A menor riqueza e dominancia de espécies foram obtidas na cultivar
EXP3320YG, enquanto nas demais cultivares estes indices ndo diferiram. A cultivar
MG600PW apresentou a menor diversidade de espécies, enquanto que na cultivar
convencional SW5560 se encontrou a maior diversidade de espécies. Portanto, o estudo
demonstra que, conforme os indices de Shannon e Simpson, as espécies de herbivoros e
predadores ocorrentes nas cultivares transgénicas MG600PW e AG9030VTpro3 nao

foram afetadas comparativamente a cultivar convencional.

Apesar de o trabalho ter sido feito em apenas uma safra 0 mesmo demonstra
resultados semelhantes a outras pesquisas realizadas em um periodo maior. Os dados

meteoroldgicos da regido no ano do estudo representaram fielmente as caracteristicas
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climaticas da regido. H4 uma grande preocupacdo dos efeitos adversos das plantas
transgénicas na biodiversidade, e este estudo demonstrou que a biodiversidade é muito
pouco afetada pela a¢do das plantas transgénicas.

Podemos concluir a partir deste estudo de curto prazo que os indices de Shannon
e Simpson nas cultivares transgénicas MG600PW e AG9030VTpro3 ndo foram afetadas
comparativamente & cultivar convencional. Este estudou proporcionou uma avaliacdo da
comunidade de artropodes da regido. O estudo foi limitado em sua extensdo, tendo em
vista que a comunidade de artrépodes do solo ndo foi avaliada. Estudos de longo prazo
e outras técnicas de avaliacdo da comunidade de artropodes devem ser incluidos para

melhorar a avaliacdo da biodiversidade da regido.
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Capitulo 11

Dinamica populacional de Spodoptera frugiperda (J.E.Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), demais herbivoros e predadores em cultivares de milho Bt e

convencional
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Resumo

Um dos principais fatores que comprometem a produtividade do milho é a incidéncia de
pragas. Dentre estas, destaca-se a lagarta-do-cartucho considerada a principal praga da
cultura. O objetivo deste estudo foi avaliar a dinamica populacional de Spodoptera
frugiperda (J.E.Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), outros herbivoros pragas e
predadores comparando um campo de milho convencional e trés campos cultivados com
milho transgénico expressando diferentes proteinas Bt. A pesquisa foi realizada em area
comercial no municipio de Dourados, MS, Brasil. Foram avaliados quatro campos
diferentes com as seguintes cultivares comerciais de milho transgénico: EXP3320YG
(Cry1Ab), MG600PW (Cry1A.105/Cry2Ab2/Cry1F), AG9030VTpro3
(Cry1A.105/Cry2Ab2/Cry3Bbl) e a cultivar convencional (SW5560). Em cada um dos
quatro campos foram amostradas 50 plantas (unidades amostrais) com periodicidade
semanal, totalizando de 15 avaliaces. Atribui-se notas visuais para a intensidade dos
danos foliares provocados por S. frugiperda e também contabilizou-se o total de lagartas
e posturas de S. frugiperda, e o total de artropodes presentes em cada uma das areas.
A cultivar EXP3320YG apresentou as notas de dano mais altas, enquanto as cultivares
MG600PW e AG9030VTpro3 apresentaram as menores notas. A cultivar EXP3320YG
apresentou o maior numero de herbivoros (651) e o menor numero de predadores (51), e
a cultivar MG600PW apresentou o menor numero de herbivoros (211) e o maior
namero de predadores (161). Os resultados demonstram que as cultivares avaliadas
apresentaram diferencas em relacdo ao ataque de S. frugiperda, sendo que a cultivar
EXP3320YG apresentou as maiores notas de danos, demonstrando que estd praga
adquiriu resisténcia a toxina CrylAb.

Palavras-chave: Zea mays, lagarta-do-cartucho, Bacillus thuringiensis, transgénicos,

Manejo Integrado de Pragas, controle biolégico
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Abstract

One of the main factors that compromise maize productivity is the incidence of pests.
Among these, the fall armyworm is considered the main pest of the crop. The objective
of this study was to evaluate the population dynamics of Spodoptera frugiperda
(J.E.Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), other herbivorous pests and predators
comparing a conventional corn field and three fields cultivated with transgenic maize
expressing different Bt proteins. The research was carried out in a commercial area in
the city of Dourados, MS, Brazil. Four different fields were evaluated with the
following commercial cultivars of transgenic maize: EXP3320YG (CrylAb),
MG600PW (Cry1A.105/Cry2Ab2/Cry1F), AG9030VTpro3 (Cry1A.105/
Cry2Ab2/Cry3Bb1) and the conventional cultivar (SW5560). In each of the four fields
were sampled 50 plants (sample units) with weekly frequency, totaling 15 evaluations.
Visual notes are given for the intensity of foliar damage caused by S. frugiperda and the
total number of S. frugiperda caterpillars and stumps and the total number of arthropods
present in each area were also recorded. The cultivar EXP3320YG presented the highest
damage scores, while the cultivars MG600PW and AG9030VTpro3 presented the
lowest grades. The cultivar EXP3320YG showed the highest number of herbivores
(651) and the lowest number of predators (51), and the cultivar MG600PW presented
the lowest number of herbivores (211) and the highest number of predators (161). The
results showed that the evaluated cultivars presented differences in relation to the attack
of S. frugiperda, and the cultivar EXP3320YG presented the highest damages,

demonstrating that this pest acquired resistance to CrylAb toxin.

Keywords: Zea mays, fall armyworm, Bacillus thuringiensis, transgenic, Integrated

Pest Management, biological control
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Introducéo

Um dos fatores que comprometem a producdo e a qualidade do milho é a
incidéncia de pragas. A lagarta do cartucho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), é a principal praga de ocorréncia no milho (Blanco et al.
2016). Os prejuizos anuais causados no Brasil sdo estimados em mais de U$ 400
milhdes. A produtividade pode atingir uma reducéo de 60%, dependendo da cultivar e
da época de ataque (Rosa 2011).

As espécies pertencentes ao género Spodoptera sdo amplamente distribuidas no
mundo e das 30 espécies descritas, metade tem importancia econdmica (Pogue 2002),
devido a elevada fertilidade e alto grau de polifagia das larvas, que podem se alimentar
de centenas de espécies de plantas hospedeiras, apresentando excelente capacidade de

dispersdo (Nagoshi et al. 2012, Westbrook et al. 2015).

Plantas transgénicas que expressam proteinas derivadas da bactéria, Bacillus
thuringiensis (Bt) sdo cultivadas em larga escala ao redor do mundo (Isaaa 2017). O
cultivo destas plantas traz algumas vantagens, como reducdo nas aplicacbes de
inseticidas, aumento do rendimento das culturas, menos uso intensivo de mao de obra e
reducdo de danos ecoldgicos (Huang et al. 2005; Naranjo 2009;Wang et al. 2010). De
acordo com Brookes and Barfoot (2013), de 1996 a 2011 as culturas transgénicas
proporcionaram um beneficio econémico de US$ 98,2 bilhdes; em 2011 o valor foi
estimado em US$ 19,8 bilhGes. Um beneficio adicional foi o aumento significativo na

produtividade do milho, que aumentou 195 milhdes de toneladas globalmente.

A utilizacdo em larga escala de cultivares transgénicas levantou a preocupagédo
sobre quais impactos ambientais estes cultivos podem trazer para artropodes nao-alvos e
para tanto sdo realizadas diversas pesquisas que visam confirmar este fato. Estudos de

laboratorio ndo relataram efeitos em inimigos naturais (Dutton et al. 2002, Li and
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Romeis 2010, Meissle and Romeis, 2009). Outras pesquisas demonstram que nao houve
efeito negativo como Garcia et al. (2012). Avaliagcbes em campo apresentam resultados
diversos, pois alguns trabalhos apresentam efeitos negativos (Meissle et al. 2005, Obrist
et al. 2006, Stephens et al. 2012), e outros porém ndo relatam efeitos (Chen et al. 2006,

Eckert et al. 2006, Pons et al. 2005).

O desempenho de plantas Bt no controle de pragas-alvo pode ser afetado devido
& variacdo na expressdo da proteina Bt ao longo do desenvolvimento da planta e nas
suas diferentes estruturas (Huang et al. 2011). A utilizacdo de plantas Bt é considerada
uma tatica adicional no controle de pragas sendo incorporada aos programas de Manejo
Integrado de Pragas (MIP). A expressdo continua de genes cry em plantas transgénicas
exercem uma elevada pressdo de selecdo sobre as pragas-alvo, levando & evolucdo de
sua resisténcia (McGaughey and Whalon 1992). O manejo da resisténcia é um conjunto
de medidas aplicadas com a finalidade de evitar ou retardar a evolugéo da resisténcia
das pragas aos agentes empregados no seu controle (Machado and Fiuza 2011). As
estratégias do manejo de resisténcia incluem o uso de alta expressdo dos genes cry,
areas de refugio e piramidacdo de genes Bt (Bernardi et al.2011a, 2016b; Fatoretto et

al.2017).

Trabalho atual, feito em Pais tropical, onde ha cultivo continuo de plantas Bt,
diferente da maioria dos trabalhos que sdo feitos em paises de clima temperado, onde
ndo é possivel o cultivo o ano todo.

Considerando a hipétese de que as diferentes biotecnologias de milho utilizadas
na regido Centro- Oestes afetam a estrutura de comunidades de artropodes este trabalho
teve o objetivo de avaliar a dindmica populacional de S.frugiperda, demais herbivoros

pragas e predadores comparando um campo de milho convencional e trés campos
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cultivados com milho transgénico expressando diferentes proteinas Bt

(CrylAb,Cry1A.105,Cry2Ab2,CrylF,Cry3Bbl).

Material e Métodos

Areas Experimentais

O experimento foi realizado em &rea comercial urbana na Fazenda Guerra no
municipio de Dourados (22,1984466 °N, 51,8901629 °W), Mato Grosso do Sul, Brasil
na segunda safra de 2017. A area amostral compreendeu quatro campos diferentes de
milho, um campo cultivado com milho convencional e trés campos cultivados com
milho Bt, todos os campos foram cultivados a uma distancia de 500m entre si. Foram
avaliadas trés cultivares comerciais de milho transgénico: EXP3320YG (Monsanto,
EUA) expressando CrylAb, e MG600PW (Monsanto, EUA e Dow Agrosciences, EUA)
expressando CrylA.105+Cry2Ab2+CrylF ambas conferindo resisténcia a Lepidoptera
Spodoptera frugiperda (J.E.Smith,1797) (Lepidoptera: Noctuidae) e com ciclo precoce;
e AG9030VTpro3 (Monsanto, EUA) expressando CrylA.105+ Cry2Ab2+Cry3Bbl que
confere resisténcia a Lepidoptera S. frugiperda, Helicoverpa zea (Bodie) (Lepidoptera,
Noctuidae) e Coleoptera Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera: Chrysomelidae)
com ciclo super-precoce. Também foi avaliado um quarto campo com a cultivar
convencional SW5560 (sem expressdo da proteina transgénica), que possui ciclo

precoce.

Metodos de amostragem

Em cada um dos quatro campos foram amostradas 50 plantas (unidades
amostrais) selecionadas aleatoriamente em caminhamento em espiral, para a contagem
visual cuidadosa dos insetos presentes, evitando assim 0 voo dos insetos com as
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amostragens sendo realizadas manualmente na planta inteira. Durante o periodo
amostral, que compreendeu o tempo de ocorréncia de todas as principais pragas da area
de estudo, foram realizadas amostragens com periodicidade semanal, sendo que 0s
campos amostrais foram avaliados no mesmo dia, sempre no periodo matutino, das
07h30min as 12h30min. O periodo de amostragem foi de 4 de abril de 2017 a 11 de
julho de 2017 (compreendendo 15 avaliagdes). Os campos com cada uma das cultivares
foram semeados em datas diferentes (EXP3320Y G plantio 09/03/17, MG600PW plantio
21/02/17, AG9030VTpro3 e convencional SW5560 plantio 12/03/17).

A cultivar EXP3320YG encontrava-se em estadio V8 na 12 e 22 amostragens, na
3% amostragem encontrava-se em V12, na 4% e 5% amostragens em Vt, e a partir da 62
amostragem as plantas estavam no estadio reprodutivo, estando em R1 na 6% e 72
amostragens, em R2 na 8 e 9% amostragens, em R3 na 10% amostragem, na 112
amostragem estadio R4, na 122 amostragem estadio R5, na 13% amostragem estadio R6
e na 142 amostragem estadio R6 de acordo com Richie and Hanway (1986). A cultivar
MG600PW encontrava-se em estadio V12 na 1% amostragem, na 22 e 3% amostragens em
Vt, a partir da 4% amostragem passou aos estadios reprodutivos, estando em R1 na 42 e
52 amostragens, R2 na 62 e 7% amostragens, na 8% amostragem estadio R3, na 92 e 102
amostragens estadio R4, na 112 amostragem estadio R5, na 122, 13% e 142 amostragens
estadio R6 de acordo com Richie and Hanway (1986). A cultivar AG9030VTpro3 na 18
amostragem encontrava-se em estadio V4, na 22 amostragem em estadio V8, na 3% e 42
amostragens estadio V12, na 5% e 6% amostragens estadio Vt, na 72 amostragem passou
aos estadios reprodutivos estando em R1 na 72 e 8% amostragens, na 92, 102 e 112
amostragens estadio R2, na 122 amostragem estadio R3, na 13 amostragem estadio R4,
na 142 amostragem estadio R5 e na 15% amostragem estadio R6 de acordo com Richie

and Hanway (1986). A cultivar convencional SW5560 na 12 amostragem encontrava-se
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em estadio V4, na 22 amostragem em estadio V8, na 32 e 4% amostragens estadio V12,
estadio Vt na 5% e 6% amostragens, na 7% amostragem passou aos estadios reprodutivos
estando em R1 na 72 e 8% amostragens, na 9%, 10% e 112 amostragens estadio R2, na 122
amostragem estadio R3, na 13% amostragem estadio R4, na 142 amostragem estadio R5
e na 15% amostragem estadio R6 de acordo com Richie and Hanway (1986).

Atribui-se notas visuais seguindo uma escala com variacdo entre 0 e 9 de Davis
and Williams (1989) para verificar a intensidade dos danos foliares provocados por S.
frugiperda.

Avaliou-se visualmente a olho nu, o tamanho das lagartas de S. frugiperda,
considerando lagarta pequena aquelas que tinham até 1cm de comprimento, lagarta
média entre 1cm e 3cm de comprimento e lagarta grande acima de 3cm de acordo com
Fernandes et al. (2003) e também foram verificadas visualmente a olho nu as posturas

de S. frugiperda presentes em cada uma das areas avaliadas.

Anélise dos Dados

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com quatro
tratamentos (cultivares) e 50 repeti¢des totalizando 200 unidades amostrais. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey
(P<0,05) com o auxilio do software estatistico Sisvar 5.6 (Ferreira 2011).

Foi feita ainda a correlagdo de Pearson para cada area avaliada e para o total de
herbivoros e predadores das quatro areas. A correlacdo foi feita entre herbivoros com as
seguintes variaveis: temperatura média, umidade relativa, precipitacdo e predadores; ja
em relacdo aos predadores foi feita a correlagdo com as seguintes varidveis: temperatura
média, umidade relativa e precipitacdo. A interpretacdo dos coeficientes de correlacdo

de Pearson (r) foi feita utilizando-se faixas de valores que estabelece de 0 a 0,19 como
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"muito fraca - mf"; 0,20 a 0,39 como "fraca - fr"; 0,40 a 0,69 como "moderada - m";
0,70 a 0,89 como "forte - fo" e 0,90 a 1,00 como "muito forte - mfo™ (Shikamura 2008).
Os dados meteoroldgicos foram obtidos através do site:

https://clima.cpao.embrapa.br/?Ic=site/banco-dados/construtor-basico.

Resultados
Danos causados por S. frugiperda

A cultivar EXP3320YG, apresentou as maiores notas de dano e o maior niUmero
de lagartas durante todo o periodo amostral, bem como as maiores médias de posturas
de S. frugiperda. A cultivar MG600PW comparada com EXP3320YG apresentou
plantas com poucas lesbes, baixa quantidade de lagartas durante o periodo amostral e
poucas posturas de S. frugiperda. A cultivar AG9030VTpro3 comparada com
EXP3320YG apresentou plantas com poucas lesdes; a média total de lagartas foi baixa e
teve poucas posturas de S. frugiperda. A cultivar convencional SW5560 apresentou
plantas com poucas lesdes quando comparada com EXP3320YG tendo em vista que
esta cultivar ndo expressa proteinas com efeito inseticidas para lepiddpteros, isso ocorre
devido a competicdo de S. frugiperda com outras pragas presentes na area cultivada
com milho o que fez com que os danos ocasionados pela lagarta ndo fossem tdo severos,
ou seja, a populacdo de S. frugiperda foi mantida em equilibrio. Quanto ao total de
lagartas, apresentou média baixa o que acontece também em relacdo ao numero de
posturas de S. frugiperda (Figura 1).

A cultivar EXP3320Y G apresentou o maior indice de lagartas pequenas quando
comparada com as demais cultivares, enquanto as outras trés cultivares ndo apresentam
diferencas estatisticas entre si. Em relacdo as lagartas médias, observa-se 0s menores

indices nas cultivares MG600PW e AG9030VTpro3, seguidas por um indice maior na
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cultivar convencional SW5560 e EXP3320YG, embora ndo existam diferencas
estatisticas entre as cultivares AG9030VTpro3 e convencional SW5560 quando
comparadas entre si. Em relacdo ao indice de lagartas grandes, observa-se novamente
um indice menor na cultivar MG600PW, seguida por um indice maior para as cultivares
AG9030VTpro3 e convencional SW5560, as quais ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre si. A cultivar EXP3320YG apresentou o maior indice de lagartas
grandes entre todas as cultivares avaliadas. No que diz respeito ao total de lagartas, o
maior indice ocorreu na cultivar EXP3320YG e 0s menores indices nas cultivares
MG600PW, AG9030VTpro3 e convencional SW5560. N&o houve diferencas
significativas quanto ao numero de posturas de S. frugiperda entre as cultivares.
Considerando a nota de dano, as cultivares diferiram estatisticamente, com a menor nota
de dano observada para a cultivar MG600PW, e a maior nota de dano registrada para a

cultivar EXP3320YG.

Ocorréncia de herbivoros alvos e ndo-alvos e predadores

Nas quatro areas em que as avaliacBes foram realizadas, observou-se que o
namero de herbivoros alvo foi maior na cultivar EXP3320YG com grande abundancia
de S. frugiperda (321) durante todo o periodo amostral e AG9030VTpro3 com S.
frugiperda (133), H. zea (78) e D. speciosa (68). A cultivar MG600PW apresentou 0s
menores numeros de herbivoros alvo com S. frugiperda (68) comparado com as outras
duas cultivares transgénicas. A cultivar convencional SW5560 apresentou grande
quantidade de S. frugiperda (170) e D. speciosa (126) . Comparando as trés cultivares
transgénicas avaliadas 0 maior numero de pragas ocorreu na EXP3320YG e o menor

ndumero na MG600PW.
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A grande quantidade de pragas na cultivar EXP3320YG se deve ao fato de que
nesta area ndo ocorreu uma grande quantidade de predadores como Doru luteipes
(Scudder, 1876) (Dermaptera: Forficulidae) que exercem o controle natural das pragas,
0 que ocorre na cultivar MG600PW que apresentou 0 menor nimero de pragas sendo
esta a cultivar apresentou um grande nimero de predadores como D. luteipes durante
todo o periodo amostral.

Com relacdo aos predadores observou-se que este numero foi maior nas
cultivares MG600PW com grande soma de D. luteipes (80), AG9030VTpro3 com
grande quantidade de Cycloneda sanguinea (L.) (Coleoptera: Coccinellidae) (65), e
convencional SW5560 com elevado nimero de C. sanguinea (41) enquanto a cultivar
EXP3320YG apresentou o menor numero de predadores durante as avaliages
realizadas sendo o menor ndmero obtido para Chrysopidae . Comparando as trés
cultivares transgénicas avaliadas 0 maior nimero de predadores ocorreu na MG600PW

e 0 menor nimero na EXP3320YG.

Dindmica populacional de herbivoros e predadores

A cultivar EXP3320YG apresentou o maior numero de individuos herbivoros
(108) na sexta avaliacéo, estadio R1; enquanto a cultivar MG600PW apresentou o maior
namero de individuos herbivoros (35) na décima terceira avaliacdo, estadio R6; o
mesmo também ocorreu na cultivar AG9030VTpro3 com o maior nimero de individuos
herbivoros (104) na décima terceira avaliacdo, estadio R4; a cultivar convencional
SW5560 apresentou 0 maior numero de individuos herbivoros (66) na décima
avaliagéo, estadio R2 (Figura 2).

Com relagéo aos predadores, a cultivar EXP3320Y G apresentou 0 maior numero

de predadores (9) na nona avaliagdo, estadio R2; enquanto a cultivar MG600PW

58



apresentou o maior nimero de predadores (33) na décima primeira avaliacdo, estadio
R5; na cultivar AG9030VTpro3 ocorreu 0 maior nimero de predadores (24) na décima
segunda avaliagdo, estadio R3; a cultivar convencional SW5560 apresentou o maior
namero de predadores (23) na décima quinta avaliagdo, estadio R6 (Figura 2).

Quanto & influéncia dos fatores climéticos, podemos observar que na cultivar
EXP3320YG os maiores numeros de herbivoros ocorreram na 6% amostragem (108
individuos com 22,4°C, 80% U.R e 28,7mm de precipitacdo), 7% amostragem (92
individuos com 22,4°C, 79% U.R e 22,3mm de precipitacdo), e na 8 amostragem (61
individuos com 21,1°C, 89% U.R e 90,6mm de precipitacdo). Os menores nimeros de
herbivoros ocorreram na 3* amostragem (35 individuos com 22,7°C, 82% U.R e
37,7mm de precipitacdo), e na 5% amostragem (35 individuos com 18,1°C, 76% U.R e
48mm de precipitacdo). O maior nimero de predadores ocorreu na 9% amostragem (13
individuos com 22,5°C, 85% U.R e 2,1 mm de precipitacdo). Na cultivar MG600PW, o
maior nimero de herbivoros ocorreu na 13* amostragem (35 individuos com 20,4°C,
68% U.R e 0,0mm de precipitacdo), o menor numero de herbivoros ocorreu na 72
amostragem (3 individuos). O maior nimero de predadores ocorreu na 112 amostragem
(33 individuos com 17,6°C, 83% U.R e 41,3 mm de precipitacdo), e 0 menor nimero de
predadores ocorreu na 4% amostragem (3 individuos com 20,5°C, 80% U.R e 31,8mm de
precipitacdo). Na cultivar AG9030VTpro3 o maior nimero de herbivoros ocorreu na 132
amostragem (104 individuos), enquanto o menor nimero de herbivoros ocorreu na 42
amostragem. O maior nimero de predadores ocorreu na 122 amostragem (24 individuos
com 19°C, 80% U.R e 15,6mm de precipitacdo), e o menor nimero de predadores
ocorreram na 10% amostragem (1 individuo com 19°C, 79% U.R e 0,3mm de
precipitacdo). Na cultivar convencional SW5560, o maior numero de herbivoros ocorreu

na 10% amostragem (66 individuos). O maior nimero de predadores ocorreu na 152
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amostragem (23 individuos com 19°C, 63% U.R e 0,0 mm de precipitacdo), e 0 menor
namero de predadores ocorreram na 22 amostragem (lindividuo com 24,9°C, 84% U.R
e 38,9 mm de precipitacéo).

A temperatura apresentou uma média de 20,78°C, sendo que a temperatura mais
alta foi de 24,9°C na segunda avaliacdo e a mais baixa de 17,6°C na décima primeira
avaliacdo. A umidade relativa apresentou uma média de 78,2% sendo a umidade mais
elevada na oitava avaliacdo com 89%, e a mais baixa na décima quinta avaliagdo com
63%. A precipitacdo durante as avaliacGes apresentou uma média de 23,82mm, sendo
que o maior volume de chuva ocorreu na oitava avaliagio com 90,6mm e o menor
volume na décima avaliagdo com 0,3mm (Figura 3).

Quando se compara o estadio da cultura do milho em cada uma das areas, a
cultivar EXP3320YG apresentou o maior nimero de herbivoros na 6% amostragem,
estadio R1, em que ocorre o florescimento das plantas; e 0 menor nimero de herbivoros
na 32 e 5% amostragens estadios V12 e VVt. O maior nimero de predadores ocorreu na 92
amostragem, estadio R2. Na cultivar MG600PW, o maior nimero de herbivoros ocorreu
na 13% amostragem, estadio R6, e 0 menor nimero na 7% amostragem estadio R2. O
maior nimero de predadores ocorreu na 112 amostragem estadio R5 e 0 menor nimero
na 4% amostragem, estadio R1. Na cultivar AG9030VTpro3, o maior numero de
herbivoros ocorreu 13% amostragem, estadio R4, e o menor nimero na 42 amostragem
estadio V12. O maior numero de predadores ocorreu na 122 amostragem, estadio R3, e 0
menor nimero na 10% amostragem, estddio R2. Na cultivar convencional SW5560, o
maior nimero de herbivoros ocorreu 10* amostragem, estadio R2, e 0 maior nimero de
predadores ocorreu na 15 amostragem, estddio R6; e 0 menor numero na 22

amostragem, estadio V8.
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Diversidade de Artrépodes

A correlacdo de Pearson calculada na éarea plantada com EXP3320YG
demostrou uma alta influéncia positiva da umidade sobre a populacéo dos herbivoros; ja
os predadores tiveram uma correlacdo positiva de fraca a moderada com a umidade
relativa. Na cultivar MG600PW, os herbivoros tiveram uma correlagdo positiva
considerada fraca com a temperatura, umidade e precipitacdo e 0s predadores
apresentaram uma correlagdo fraca a moderada com a umidade e a precipitacdo. Na
cultivar AG9030VTpro3, herbivoros e predadores apresentaram uma correlagcdo
negativa, com herbivoros sendo considerada de fraca a moderada e predadores fraca. Na
cultivar convencional SW5560, herbivoros apresentaram uma correlacdo fraca a
moderada e predadores uma correlacdo negativa, considerada fraca. Para o total das
areas herbivoros apresentaram uma correlagdo considerada fraca a moderada e

predadores apresentam uma correlagéo fraca.

Discussao

Ao analisar as cultivares estudadas por meio das notas de danos atribuidas a
injaria foliar de S.frugiperda, verifica-se que os danos provocados por esta praga alvo
na cultivar EXP3320YG foram os mais severos comparando com as cultivares
transgénicas MG600PW e AG9030VTpro3, as quais apresentaram as menores notas de
danos.

As tecnologias recentes, como MGG600PW e AG9030VTpro3 apresentaram

menores danos do que os ocasionados em Yieldgard (EXP3320YG) que é uma
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tecnologia mais antiga. Estes resultados corroboram com Waquil et al. (2013) que
observaram alta eficiéncia de controle de hibridos de milho expressando as proteinas
CrylA.105+Cry2Ab2 (VTPro) sobre S. frugiperda, enquanto que para hibridos de
milho que expressam a proteina CrylAb (Yieldgard e Total Liberty) os autores
concluem que essa tecnologia ndo apresenta mais eficiéncia de controle sobre essa
praga.

Os danos severos provocados por S. frugiperda na cultivar EXP3320YG
demonstram que a tecnologia CrylAb ndo é mais eficiente, pois a praga em questao,
desenvolveu resisténcia as culturas Bt em resposta a forte pressdo de selecdo que esta
tecnologia imp6e sobre as populagdes de campo (Storer et al. 2012).

Estudos comprovam que a resisténcia de S. frugiperda a proteina CrylAb
expressa no milho foi quebrada (Horikoshi et al. 2016; Omoto et al. 2016; Sousa et al.
2016). A evolucdo da resisténcia em populacdes de insetos-alvo pode reduzir os
beneficios econdmicos e ambientais de cultivos transgénicos (Farias et al. 2014).

Um estudo que avaliou os danos causados por S. frugiperda em milhos
comerciais transgénico e convencional, observou que as cultivares transgénicas
apresentaram as menores notas de dano em relacdo a convencional, que apresentou
danos intermediarios. As diferentes cultivares transgénicas avaliadas diferiram entre si
com relagdo ao ataque da lagarta (Michelotto et al. 2011). Ao avaliar os danos de S.
frugiperda em campos de milho, Michelotto et al. (2013) também constataram as
menores notas de danos em cultivares transgénicas quando comparadas com as
convencionais. Nais et al. (2013) avaliaram a infestacdo natural de S. frugiperda e
respectivas injurias em condi¢Ges de campo em milho transgénico e convencional em
duas épocas de semeadura e em duas regides. As cultivares convencionais foram as que

apresentaram maior infestacdo de lagartas e as maiores médias de notas de danos.
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Moraes et al. (2015) avaliaram diferentes cultivares transgénicas na safra de 2010/2011
e 2011/2012, e verificaram as menores notas de dano nos hibridos contendo a
tecnologia transgénica.

De forma semelhante, Resende et al. (2016) em um estudo em sete municipios
de Minas Gerais, Brasil, em campos com milho transgénico expressando diferentes
proteinas Bt, comparando com uma convencional, avaliaram a abundancia de S.
frugiperda e observaram que os campos de milho transgénico apresentaram menor
abundancia da praga em relacdo aos campos de milho convencional em que a
abundéncia foi elevada.

Um outro estudo realizado em campo ndo observou diferencas na comunidade
de insetos para os indices de riqueza, diversidade e equitabilidade nos tratamentos
avaliados. As diferencas entre milho Bt e convencional somente foi detectada ao
analisar espécies e ndo a comunidade de insetos (Frizzas et al. 2017).

Outros estudos também relataram o ndo efeito de toxinas Bt em um grande
namero de insetos ndo-alvo. Por exemplo, Habustova et al. (2014) em um estudo de
campo de trés anos com milho Bt e ndo Bt, mostrou que ndo houve efeitos sobre os
insetos ndo-alvo. Da mesma forma, Guo et al. (2014), Szenasi et al. (2014), Truter et al.
(2014), Svobodova et al. (2015), Svobodova et al. (2016), ndo encontraram diferencas
significativas entre os campos de milho Bt e ndo-Bt expressando diferentes proteinas Bt

sobre a diversidade e abundancia de artropodes ndo-alvo.

As condi¢cbes no campo sdo complexas e diversos fatores ndo podem ser
controlados, como o clima, temperatura, diferentes tipos de presas e hospedeiros,
preferéncia por determinada presa ou hospedeiro, e competicao entre inimigos, que sdo

fatores que podem influenciar os resultados finais (Guo et al. 2016).
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A cultivar EXP3320YG comparada com as cultivares MGG600PW e
AG9030VTpro3 se destacou com relagdo a quantidade de pragas como S. frugiperda o
que demonstra que esta tecnologia ja ndo apresenta mais eficiéncia para o controle dessa
praga. A grande quantidade de pragas na cultivar EXP3320YG ocorreu, pois nesta area
ndo houve uma grande quantidade de predadores como D. luteipes que exercem o
controle natural das pragas, 0 que ocorre na cultivar MG600PW que apresentou o menor
namero de pragas sendo esta a cultivar que apresentou um grande nimero de predadores
como D. luteipes durante todo o periodo amostral.

Os resultados demonstram que as cultivares avaliadas apresentaram diferencas
em relacdo ao ataque de S. frugiperda, com a cultivar EXP3320YG apresentando 0s
maiores danos, demonstrando que esta praga evoluiu resisténcia a toxina CrylAb. Nesse
contexto 0 manejo de resisténcia de insetos torna-se fundamental dentro do MIP, pois

permite que essa tatica de controle permaneca viavel para uso ao longo prazo.
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Consideracoes finais

Os resultados demonstraram que a cultivar EXP3320YG apresentou a menor
riqgueza e dominancia de espécies, enquanto nas demais cultivares estes indices nao
diferiram. Os indices de Shannon e Simpson nas cultivares transgénicas MG600PW e
AG9030VTpro3 ndo sdo afetados quando se compara com a cultivar convencional.

A cultivar EXP3320YG apresentou as maiores notas para o ataque de S.
frugiperda quando comparada com as cultivares transgénicas MG600PW e
AG9030VTpro3, o que demonstra que a tecnologia EXP3320YG ja ndo apresenta mais
eficiéncia para o controle dessa praga.

Estudos da comunidade de artrépodes alvo e ndo- alvo em milho comercial
transgénico sdo importantes para implementar medidas de manejo da resisténcia com

intuito de prolongar a vida til destas tecnologias.
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